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RESUMO




Uma das abordagens terapéuticas ndo especifica utilizada no tratamento da Esclerose
Muiltipla € o Interferon beta (IFNB). A Esclerose Multipla (E.M) é uma doenca auto-imune
que se caracteriza por inflamag@o e desmielinizagdo de muiltiplas dreas da substancia branca
do SNC, com posterior lesdo do oligodendrdcito, resultando clinicamente em disfung¢io
neurolégica. O modelo experimental que apresenta muitos aspectos clinicos e histologicos
para esta doen¢a € a Encefalomielite Experimental Auto-imune (E.A.E), causada por
linfocitos T CD4 tipo Thl, podendo ser induzida em murinos pela inoculagdo de clones
auto-reativos aos componentes da mielina como a proteina basica de mielina e a

proteolipoproteina.

A obtencdo de tolerdncia aos antigenos proprios, resulta em mecanismos que levam a
supressdo de clones de linfécitos especificos para os componentes da mielina como a
regulacdo através de citocinas, e dele¢do e a anergia dos clones auto-reativos. Diante disso,
resolvemos acompanhar o efeito da terapia com IFNf sobre a participacdo de algumas
moléculas envolvidas com a doenca. Com relagdo a delecdo, observamos o aumento da
molécula Fas, tanto na superficie como na sua forma solavel, detectada em linfocitos e no
soro dos pacientes com E.M, incubando-os com os devidos anticorpos e analisando em
citometro de fluxo e ELISA, respectivamente. Com relagdo a anergia, observamos
diminui¢cdo de CD80 (que ativam linfécitos Thl) e um aumento significativo na expressio
CTLA4, quando quantificamos em linfocitos de murinos com E.A.E, incubando as células
com os devidos anticorpos. Foi detectado também, um aumento nos niveis de CTLA4
intracelular (marcador responsavel pela regulacdo negativa dos linfocitos) em pacientes
com E.M, incubando as células com os devidos anticorpos ¢ analisando em citometria de
fluxo. Paralelamente, estudamos o efeito in vitro dos linfécitos de murinos € humanos

afetados, incubando-os com neuroantigenos e analisando em Cintilador Beta.

Concluimos com os dados obtidos nesse estudo que o IFNPB, modifica varios aspectos da
resposta imunologica, fazendo com que clones de linfocitos T respondessem bem menos
aos neuroantigenos, sugerindo que estes linfocitos podem estar sendo imunorregulados por

anergia ou por apoptose, quando comparados ao grupo ndo tratado e grupo controle.

Resumo
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ABSTRACT



One of the non-specific therapeutic approach used in the Multiple Sclerosis treatment is the
Interferon f (IFNB). Multiple Sclerosis (MS) is an auto-immune disease characterized by
the inflamation and demyelination of multiple areas of the white matter of Central Nervous
System, with oligodendrocyte lesion resulting in a clinically determined neurological
dysfunction. The experimental model that shows several clinical and hystological aspects
for this disease is the Experimental Auto-immune Encephalomyelitis (EAE) mediated by
Thl type CD4 T lymphocytes that can be induced in murines by the inoculation of

neuroantigens like Myelin Basic Protein and Proteolypoprotein.

The development of tolerance to the self antigens results in mechanisms which lead to the
supression of specific lymphocyte clones for the myelin components. These mechanisms
can be cytokine regulation, deletion and anergy of auto-reactive clones. Furthermore, we
accompanied the effects of INFP therapy over some of these molecules involved in MS.
Regarding deletion, we observed increased Fas molecule levels in both surface and soluble
forms. We detected the surface form in lymphocytes incubating with their antibodies and
finally analysed in flow cytometry and the soluble form in sera of MS patients with ELISA.
Regarding anergy, we observed a decreasing in CD80 (that activates Thl lymphocytes)
levels and a significantly augment in the CTLA4 levels when we verified in murine
lymphocytes with EAE, incubating the cells with their antibodies. The increasing of
CTLA4 intracellular (marker responsible for the downregulation of activated lymphocytes)
levels was detected in MS patients, incubated with their antibodies and analysed in flow
cytometry. In the same time, we studied the lymphocytes of murines and humans affected

in vitro, incubating them with neuroantigens and further analysing in cintilador beta.

Therefore, we concluded with the data acquired in this study that the effect of IFNB
modifies several aspects of immune response, thus, the T lymphcyte clones responded
much less to the neuroantigens, suggesting these lymphocytes could be immunoregulated

by anergy or apoptosis when compared to the non treated or control group.

Abstract
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A Encefalomielite Experimental Auto-imune (E.A.E) comegou a ser estudada
apos a descoberta da vacina contra a raiva, por Pasteur, no ano de 1875. Esse tratamento
anti-rabico consistia em injetar, na pessoa infectada, medula de coelho raivoso triturada em
solugdo fisiologica. A vacina foi benéfica para muitos individuos, no entanto, um numero
significativo de pacientes desenvolvia uma paralisia, muitas vezes fatal (Encefalomielite
pés-vacinal). Estudos posteriores mostraram que a inje¢do repetida do extrato de mielina do
sistema nervoso central provocava uma encefalomielite também em macacos. A E.A.E
passou entdo, a ser considerada modelo experimental para o estudo dos mecanismos

imunopatologicos nas doengas inflamatdrias desmielinizantes de natureza auto-imune.

A E.AE € mediada por linfocitos T CD4, manifesta-se clinicamente por
deficiéncia neurolégica, histologicamente caracteriza-se por infiltragdo perivascular de

células mononucleares no encéfalo e imunologicamente pela presen¢a de resposta celular e
humoral aos componentes da mielina (SWANBORG, 1995; JAVED er al., 1995).

A doenca pode ser induzida em animais geneticamente susceptiveis, pela
imuniza¢do com mielina e seus componentes como a proteina basica de mielina (MBP),
proteolipoproteina (PLP), glicoproteina associada a mielina (MAG), glicoproteina de
mielina do oligodendrécito (MOG) e peptideos encefalitogénicos derivados desses
antigenos, ou ser transferida para animais normais por clones de linfocitos sensibilizados a
estes componentes (BEN-NUN e COHEN, 1982; VANDENBARK et al., 1985;
SWANBORG, 1995).

Dependendo do animal utilizado, a doenga se apresenta de forma aguda
monofasica ou cronica com surtos e remissdes. Os ratos Lewis desenvolvem a forma aguda
e monofasica da doenga. A E.A.E monofisica é caracterizada pelas lesbes inflamatorias e
sinais clinicos reversiveis, reproduzindo clinicamente, em ratos, um episodio de
exacerba¢do da Esclerose Multipla. Durante a evolucdo da doenga observa-se o
desenvolvimento de sinais clinicos ascendentes identificados pela hipotonia distal da cauda
que evolui rapidamente para uma paraplegia completa, com hipoestesia das patas dianteiras
e incontinéncia. Os sinais clinicos desaparecem espontanea e progressivamente, sendo que
no vigésimo dia apds a imunizagdo, é observada completa recuperagdo da doenga. A E.A.E
pode ser transferida através de linfocitos sensibilizados aos neuroantigenos e esse processo

evolui em uma semana (LIDER ez al., 1989). Os camundongos sd@o mais resistentes ao

Introdugdo
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desenvolvimento a E.A.E e apresentam a forma surto e remissdo da doenga. Pelo fato de
apresentar muitos aspectos clinicos e histologicos em comum com a Esclerose Multipla, o
modelo vem sendo utilizado para o estudo da mesma (WEINER et al., 1994).

A Esclerose Multipla é a mais importante doen¢a desmielinizante que acomete
o homem normalmente adultos jovens (entre 15 e 50 anos). A prevaléncia da E.M € maior
no norte dos Estados Unidos, Canad4 e Europa. Ndo temos informacdo sobre a incidéncia
ou o padrdo imunogenético dos pacientes no nosso meio. A doenca € caracterizada pela
inflamagdo e desmielinizacdo da substdncia branca do SNC com posterior lesdo do
oligodendrdcito, destruicdo axonal, aumento da sintese de imunoglobulina intratecal,
predominando a IgG no liquido céfalo-raqueano (CSF) e falta de alteragdes patologicas em
outros 6rgdos (WAKSMAN, 1985; HAFLER et al., 1989; JOHNSON et al., 1977).

A doenca se apresenta sob diferentes formas clinicas como: cronicamente
progressiva primaria ou secunddria e na forma de surtos e remissdes (POSER et al., 1983).
Na forma de surtos e remissdes, a E.M evolui por surtos seguidos por periodos de remissédo
com recuperacdo completa ou quase completa. No entanto, a incapacidade aumenta
gradualmente com o tempo, embora o curso seja imprevisivel e as remissdes possam durar
anos. A forma surto-remissio pode evoluir para a progressiva secundaria. A recuperacio
das exacerbagOes passa a ser incompleta, causando uma progressiva deterioracdo da
condi¢do fisica. Na forma E.M progressiva primaria, a condi¢do clinica do paciente
deteriora continuamente, sem o aparecimento de surtos (POSER ez al., 1983; LUBLIN e
REINGOLD, 1996).

A etiologia da E.M é desconhecida, mas admite-se que se trata de uma doenga
multifatorial de natureza auto-imune, onde o fator ambiental, provavelmente de origem

infecciosa e a susceptibilidade genética parecem ter um papel essencial na sua
determinagdo (STEINMAN, 1996).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na E.M ndo estdo completamente
entendidos, a explicacdo mais aceita é que durante o periodo de exacerbagao, o individuo
apresenta deficiéncia na fun¢do imunorreguladora, que normalmente o organismo exerce
sobre os linfocitos T CD4+ auto-reativos para os componentes da mielina (WEINER et al.,
1994).

Introdugde
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O auto-antigeno envolvido na formag¢do do complexo MHC-antigeno ndo esta
totalmente conhecido, mas a MBP e a PLP, componentes da mielina estdo sendo muito bem
estudados, devido a participa¢do na génese do modelo experimental (WAKSMAN, 1985).

Embora a E.M seja uma doenca 6rgdo-especifica, com resposta imune voltada
para os componentes do SNC, estudos mostram virias alteragdes imunolégicas no sangue
periférico. Linfocitos T ativados que reconhecem especificamente a MBP e outros
componentes da mielina, alteracdo no padrdo de sintese de citocinas e de seus receptores
foram descritos no sangue periférico dos pacientes (HAFLER e WEINER, 1989; OTA
et al., 1990; COSTA et al., 2000).

Os linfocitos T auto-reativos normalmente circulam no sangue e liquido
céfalo-raqueano e devem deixar a circulagdo para terem acesso ao sistema nervoso central e
dar inicio & reacdo inflamatdria, que culminard com a desmielinizagdo. A circulagdo celular
¢ mediada por uma série de moléculas de adesdo que sdo expressas tanto no endotélio como
nos leucécitos (SPRINGER, 1994). Normalmente, as células endoteliais apresentam baixa
adesividade aos leucdcitos, no entanto, a expressdo dessas moléculas de adesdo aumentam
sob a acdo de citocinas geradas durante o curso da resposta inflamatéria (SPRINGER,
1994; BEVILAQUA, 1993), permitindo que os leucécitos possam aderir e migrar para o
tecido inflamado. Varios autores observaram aumento na expressio de algumas moléculas
de adesio como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina na E.M, evidenciando que estes
endotélios estavam ativados pela reagdo inflamatéria (WASHINGTON et al., 1994; DORE-
DUFFY et al, 1995; TSUKADA et al., 1993). O aumento dos niveis das moléculas de
adesdo no soro e liquido céfalo-raqueano dos pacientes com E.M correlacionam com o
dano da barreira hemato-encefilica e lesdes desmielinizantes (SHARIEF er al., 1993;
HARTUNG er al., 1995), evidenciando que essas moléculas participem do processo
inflamatério de uma forma geral ¢ nos mecanismos de desmielinizagdo auto-imune em

particular.

A tolerancia aos antigenos proprios € obtida gragas aos mecanismos que levam
a supressdo dos clones de linfocitos especificos para os componentes da mielina. Entre os
mecanismos mais estudados citamos: a regula¢do da resposta imune através das citocinas,

anergia e delecdo dos clones auto-reativos.

Introdugae
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O estudo da biologia das citocinas tem auxiliado a entender a regulacao da
resposta imune. MOSMANN e colaboradores (1986) mostraram que a estimulacdo
antigénica de linfocitos CD4 in vitro resultava no desenvolvimento de células produzindo
determinados padrdes de linfocinas. Assim, as células CD4 foram divididas em duas
populagdes funcionalmente distintas que foram amplamente confirmadas tanto no modelo
em murinos, como em humanos (MILLER ez al., 1998; CORREALE er al., 1998). As
células Thl produzem IFNy, IL2 e TNFa e sdo responsaveis pela ativagdo de macrofagos,
citotoxicidade e reagdes de hipersensibilidade tardia (DTH). As células Th2 produzem IL4,
IL5, IL6, IL10 e sio responsaveis pela fungdo helper na resposta imune humoral (LIBLAU
et al., 1995). Um terceiro subtipo (Th3) identificado na mucosa intestinal produz
quantidades consideraveis de fator transformador de proliferacio (TGFB) durante o

processo de indugdo de tolerancia oral (CHEN e al., 1994).

A diferenciagdo das células T CD4 em subtipos de células efetoras é
determinado pelo tipo de citocinas produzidas no momento do reconhecimento do antigeno.
Citocinas como a IL12, presentes no microambiente onde a resposta imune se desenvolve,
induzem as células CD4 (ThO precursoras) a se diferenciar em Thl, enquanto que a [L4 é
essencial para a diferenciagdo das células tipo Th2 (LIBLAU et al., 1995). Além disso, uma
vez que uma sub-populacdo se desenvolve, ela produz citocinas que suprimem a

diferenciagdo da outra sub-populag@o, resultando na polarizagio da resposta imune.

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que as células Thl estio
envolvidas na génese das doengas auto-imunes 6rgio-especificas como a E.A.E e E.M.
Citocinas com agdo pré-inflamatéria foram detectadas no SNC durante a fase aguda tanto
da E.M como no modelo experimental da doenga (KUCHROO ef al., 1993; LIBLAU er al.,
1995). Estudos imunohistoquimicos mostraram a presenga de TNFa. e TNFP nas lesdes de
desmieliniza¢@o na E.M aguda e cronico-aguda (NAVIKAS e LINK, 1996). Alguns autores
mostraram que a determinagao dos niveis de TNFa tanto do sangue periférico, como no
liquido céfalo-raquiano, pode ser utilizada para prever o aparecimento dos surtos em
pacientes com E.M (CHOFFON et al., 1993). No entanto, durante a fase de recuperagdo da
doenga, observou-se um aumento na expressio de citocinas do tipo Th2 (CORREALE
et al., 1995; NAVIKAS e LINK, 1996).

Introducio
18



Estudos t€ém mostrado a importancia da citocina IL12, responsavel na geragdo
de células Thl. Na E.A.E, o tratamento com esta citocina aumenta a severidade e duracdo
da doenc¢a. Por outro lado, anticorpos anti-IL12 previne os surtos na E.A.E. Foi também
encontrado que animais geneticamente deficientes para IL12 apresentam resisténcia a
doenca (KARP ez al., 2000). Em pacientes portadores de E.M na forma surto-remissdo, foi

observado um aumento significativo desta citocina (LOSY et al., 2002).

Com relagédo a citocina IL10, foi observada a inibicdo da producdo de citocinas
por células Thl (LIU et al., 2001) e diminui¢do da capacidade de apresentagdo de antigeno
por macréfagos (HUANG et al., 2001). Com relagio a participag@o do fator transformador
de proliferagdo (TGFp), foi demonstrado que os pacientes com E.M ativa produzem niveis
reduzidos desta citocina quando comparado ao grupo controle (MOKHATARIAN et al.,
1994; JOHNS et al., 1991). Foi observado que TGFp, pela agdo anti-inflamatéria que
exerce, reduz a gravidade da E.A.E (MILLER et al., 1993).

Estas evidéncias sugerem a importancia das c€lulas Thl, Th2 e Th3 com suas

respectivas citocinas no controle dos surtos e remissdes na E.A.E e EM.

Quanto aos outros mecanismos de controle dos clones auto-reativos, a dele¢do
obtida principalmente pela indugdo de apoptose ¢ um mecanismo central de grande
importancia. A apoptose é um mecanismo central na embriogénese e morfogénese, no
desenvolvimento do sistema nervoso, na eliminagdo de células senescentes ou indesejaveis
(neoplasicas e outras), na destruigdo de células infectadas por virus e, ainda na resposta a
estimulos agressivos. Estudos ressaltam uma distingdo clara entre necrose e apoptose. A
necrose ¢ uma forma de morte celular degenerativa e incontrolavel, provocada
normalmente por um estimulo ambiental agressivo: hipertermia, radia¢do e uma variedade
de agentes fisicos e quimicos, entre outros grupos. A apoptose também pode ser
desencadeada por estes agentes, mas € essencialmente um processo fisiolégico. A morte
celular por apoptose envolve o reconhecimento de um sinal especifico e a intervengdo de

sistemas complexos de regulagao.

Durante o desenvolvimento intratimico, a apoptose esta envolvida na selegdo
negativa ou dele¢do clonal de células T auto-reativas durante o estagio duplo-positivo
(CD4+CD8+) (MAC DONALD et al., 1990). No entanto, com relacdo aos clones
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especificos para os neuro-antigenos, sabe-se que esse mecanismo nio garante totalmente a
destruicdo dos mesmos, que podem ser encontrados na periferia, mesmo no caso de
individuos sdos (OTA et al., 1990).

Pelo menos dois mecanismos sdo responséaveis pela indugdo de apoptose dos
linfocitos T maduros. O primeiro seria através da citotoxicidade classica, dependendo da
ag¢do de perforinas e granzimas e o segundo a apoptose induzida pelo antigeno, através da
estimulagdo do TCR, mecanismo que envolve a expressio da molécula Fas, chamado
propriocida ou morte celular induzida pelo antigeno (AICD) (LENARDO et al., 1999). No
primeiro mecanismo, apds o reconhecimento do antigeno, as células T citotoxicas liberam
granulos liticos que atuardo na superficie da célula alvo. Esses granulos sdo lisossomas
modificados que contém duas classes distintas de proteinas efetoras conhecidas como
citotoxina. Uma delas € a perforina que € liberada e gera poros nas membranas das células
alvo. A outra classe compreende pelo menos trés serina-proteases conhecidas como
granzimas. As perforinas e granzimas, em conjunto, induzem a célula alvo a entrar em
apoptose, caracterizada pela desintegragdo celular e fragmentagdo do DNA em corpos
apoptoticos. Ha similaridade entre os mecanismos de citotoxicidade e o propriocida. No
entanto, os dois mecanismos sdo diferentes, pois o tltimo é autdnomo, e ndo requer a
participagdo de duas células (LENARDO ef al., 1999).

Por outro lado, a apoptose induzida pelo antigeno através da estimulacdo do
TCR, envolvendo a ativa¢do da molécula Fas é conhecida como morte programada de
linfécitos especificos para o antigeno. Esse mecanismo requer que a célula esteja
metabolicamente ativa, permitindo que seja acionado o programa especifico e os eventos
que levam a sua propria destruicdo. Normalmente isso acontece em condi¢des ricas em
citocinas de crescimento (IL2 ou IL4) e dependendo do nivel de estimulagio do antigeno,
serd sinalizado a apoptose celular (LENARDO, 1991; LENARDO et al., 1999; COHEN
et al., 1992). Na EM as células T reativas a MBP podem sofrer apoptose pelos dois
mecanismos citados previamente, porém PELFREY e colaboradores (1995) sugerem que
estes clones auto-reativos s3o eliminados com maior freqiiéncia pelo mecanismo de morte

celular induzida pelo antigeno.
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Como foi mencionado, a molécula Fas também conhecida como APO-1 ou
CD95 estd implicada na indugdo de apoptose dos linfocitos. A interacdo do Fas com seu
ligante, FasL, leva a ativagdo do dominio letal na sua cauda citoplasmatica que pode iniciar
a ativag¢@o da cascata celular de caspases, levando a morte das células portadoras de Fas
(SUDA et al., 1993). Tanto o Fas como o FasL sdo moléculas que pertencem a superfamilia
do receptor TNF/fator de crescimento neural (ITOH et al., 1991; OEHM et al., 1992).

A sinaliza¢do do Fas ¢ crucial para a manutencdo da tolerancia imunologica que
¢ evidenciada em camundongos homozigotos para muta¢des nos genes para Fas e FasL
(WEINTRAUB ef al., 1998). Linfocitos T de camundongos /pr possuem mutagdo no gene
que codifica a molécula Fas e linfocitos de camundongos g/d que possuem muta¢do no
gene que codifica a molécula FasL, apresentam defeito na apoptose estimulada pelo
antigeno, refor¢ando a idéia de que a molécula Fas esta envolvida na apoptose das células T
induzidas pela ativa¢do, um fato que implica em aumento da resposta proliferativa de
linfocitos, incluindo células potencialmente auto-reativas (RUSSELL et al., 1993).
Similarmente como ocorre na sindrome de Canale-Smith, onde pacientes possuem
mutagdes no gene que codifica a molécula Fas (DRAPPA et al., 1996).

A molécula Fas estd amplamente expressa por todo o corpo. As evidéncias
indicam que o FasL € muito mais restrito na sua distribui¢do e esta expresso principalmente
em Orgdos ricos em células T e c€lulas do estroma do olho. O FasL pode ser expresso em
quantidades significativamente maior em cé€lulas T citotoxicas, c€lulas NK e células Thl
(DOWLING, et al., 1996).

Os estudos sobre a express@o da molécula Fas na EXM e na E.AE sdo
polémicos, pois a apoptose pode estar relacionada tanto com o agravamento da doenga,
como com a resolu¢do da mesma. Na primeira hipétese, foi demonstrado que linfocitos T
CD4 do tipo Thl, que expressam a molécula Fasl. em sua membrana, pode induzir
apoptose quando interagir com a molécula Fas sobre os oligodendrécitos (células
formadoras da mielina) aumentando as lesdes desmielinizantes e conseqiientemente
agravando a doenca (D’SOUZA et al., 1996; DOWLING et al., 1996). Citocinas
inflamatorias como IFNy e TNFa podem promover a expresséo de Fas nos

oligodendrocitos e em outras células da glia, resultando na morte autdcrina ou paracrina dos
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oligodendrécitos na regido onde esta havendo a rea¢fo inflamatoria (De MARIA e TESTI,
1998).

Por outro lado, a expressdo da molécula Fas nos linfocitos T CD4 pode estar
associada ao processo de apoptose das células envolvidas na génese da E.M, e a auséncia
ou diminui¢do dela, pode ser indicativo da disfung¢@o que resulta no resgate da apoptose dos
clones auto-reativos, levando a exacerbacio da doenga. Viérios trabalhos demonstram que a
delecdo dos clones auto-reativos a MBP, por apoptose, resulta na recuperagdo da E.A.E
(BAUER et al., 1998; MC COMBE et al., 1996; PENDER et al., 1991; PENDER et al.,
1992; TABI et al., 1994; DIAZ-BARDALES et al., 2002). Trabalho realizado em nosso
laboratorio tem mostrado aumento dos niveis de apoptose de linfécitos reativos 8 MBP no
bago de ratos Lewis, na fase de remissdo da E.A.E, sugerindo que a deleg¢@o clonal esteja
diretamente envolvida nos periodos de remissdo da doenca (DIAZ-BARDALES er al.,
2002).

Com relagdo ao nivel sérico da molécula Fas, a interpretacdo também ¢ dificil.
Os receptores soluveis representam formas truncadas do receptor ligadas a membrana e
pode se ligar ao FasL de outras células da mesma forma que o seu correspondente de
membrana (CHENG ez al., 1994). Nivel elevado desta molécula soluvel estd presente no
Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) e o Fas solivel € capaz de inibir a apoptose mediada
por Fas e alterar o desenvolvimento e a proliferacdo dos linfécitos nas respostas para os
auto-antigenos, sugerindo um papel critico desta molécula solivel nas doengas auto-imunes
(CHENG et al., 1994). No entanto, essa propriedade da molécula solivel foi questionada
por GOEL e colaboradores (1995) que sugeriram que o Fas solivel ndo possui papel na

patogénese da doenca auto-imune.

ZIPP e colaboradores (1998) demonstraram que os niveis da molécula Fas estao
aumentados no soro de pacientes portadores de E.M, na forma surto-remissdo. Eles
observaram que o nivel aumentado desta molécula ndo se correlacionou com o grau de
comprometimento motor (EDSS) dos doentes, nem com a freqiiéncia das lesdes
identificadas pela ressondncia nuclear magnética. Com relagdo ao tratamento com IFNP, foi

observado a correlagdo positiva entre a formagio de anticorpos neutralizantes e o aumento
dos niveis de CD95.
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ZHOU e HANS (2000) também observaram Fas solivel significativamente
aumentado no soro € no LCR de pacientes com E.M. quando comparado ao grupo controle
e com outras desordens neurologicas. Pacientes com E.M em atividade apresentam niveis
elevados de Fas solivel quando comparado com a forma inativa, isso sugere que o Fas

soluvel pode estar relacionado com a atividade clinica da doenca.

Outro aspecto importante que vem sendo abordado atualmente com relacdo a
regulacdo da resposta imune, € a expressdo de moléculas coestimulatérias na ativagdo dos
linfécitos T.

A primeira evidéncia demonstrando que a ligagdo do receptor do antigeno com
o peptideo, no contexto da molécula de MHC, ndo era suficiente para a ativagdo dos
linfécitos T, foi feita por MUELLER, JENKINS e SCHWARTZ (1989). Estes autores
demonstraram claramente que clones de linfécitos T que recebiam somente a interagdo
CD3/TCR-peptideo e MHC, ndo somente resultava na falha de indugéo da resposta imune,
como também na inativa¢do funcional das células T maduras, levando a um estado de
auséncia de resposta ou anergia. Os autores mostraram que a ativagdo era dada também
pela presenga de um segundo sinal coestimulatorio, fornecido por moléculas presentes na
superficie das células apresentadoras de antigeno. Por essa razio, os autores sugerem que a
auséncia de coestimulagdo serve para induzir e manter a tolerancia das células T aos
antigenos proprios e a aberrante estimulacdo das moléculas coestimulatérias resultaria em

auto-imunidade.

Varios pares de moléculas coestimulatorias estdo envolvidas na ativagdo das
células T (JUNE et al., 1990). Andlise da via de ativagcdo das moléculas B7-CD28/CTLA4
tem mostrado a importancia desse complexo em manter o equilibrio da tolerdncia. A
sinalizacdo dessa via € muito complexa, pois envolve a existéncia de pelo menos dois
ligantes B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) e dois receptores: CD28 e CTLA-4 (CD152), juntas
essas moléculas apresentam potencial para sinaliza¢do positiva e negativa na ativagdo dos

linfécitos T (LENSCHOW er al., 1996).

Estudos realizados in vivo com anticorpos anti-CD80 e anti-CD86 sugerem que
estas moléculas atuem de formas distintas nas doengas auto-imunes. A E.A.E ativamente

induzida € protegida pelo tratamento com o anticorpo anti-CD80, mas torna-se mais severa
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quando se utiliza o anticorpo anti-CD86 (KUCHROO et al., 1995). Durante o periodo de
exacerba¢do da E.A.E ocorre um aumento significativo da molécula CD80 nas células
apresentadoras de antigeno e c€lulas B infiltrados no tecido nervoso, induzindo uma
resposta celular tipo Thl com liberagdo de citocinas inflamatorias e conseqiiente destrui¢do
da microglia (MILLER et al., 1995). Entretanto, a resolu¢do da E.A.E se correlaciona com
um aumento da molécula CD86 que leva a geracdo de células Th2, liberando citocinas
como IL4 e IL10 que inibe a ativagdo de células Thl e protegem a E.A.E. Dessa forma, a
expressdo de CD80 e CD86 regula a severidade da E.A.E e ¢ potencialmente relevante na
E.M (KUCHRRO et al., 1995; GENC et al., 1997).

Na E.M estudos indicam que a expressdo de CD80 nas microglias ativadas e a
presenca de infiltrados de mondcitos estdo aumentados nas lesdes ativas no cérebro de
pacientes (De SIMONE et al., 1995; WILLIANS et al., 1994). GENC e colaboradores
(1997) demonstraram que o numero de linfécitos B CD80+ esta aumentado

significativamente durante o periodo de surto na E.M.

CTLA4 e CD28 sdo moléculas homologas, porém com diferencas funcionais
importantes. A molécula CD28 € constitutivamente expressa na superficie das células T e
quando interage com seus co-receptores na superficie das células apresentadoras de
antigeno (CD80 e CD86), afeta todos os eventos subseqiientes a ativagdo linfocitaria, como
inducdo de multiplas citocinas e o aumento da expressdo dos receptores de IL2 nas células

T previamente ativadas.

Com relacdo a molécula CTLA4, estudos utilizando anticorpos monoclonal
anti-CTLA4 forneceram as primeiras evidéncias sobre a fun¢do dessa molécula. A
utilizacdo desses anticorpos mostrou aumento da resposta proliferativa dos linfécitos
(WALUNAS er al., 1994). Inicialmente este efeito foi interpretado como evidéncia da
participagdo positiva da molécula CTLA4 aumentando e sustentando a coestimulac¢do

mediada pelas moléculas B7. Estudos subsequentes, no entanto, sugeriram que o0S

.....

da transducéo feita pelo complexo B7/CTLA4 (KRUMMEL e ALLISON, 1995).

Na E.A.E induzida em camundongos, foi demonstrado que a administragio in
vivo de anticorpos monoclonais anti-CTLA4 a animais recipientes de células reativas para o

peptideo de PLP aumenta a severidade da doen¢a, indicando que esta molécula esta
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relacionada a um papel na regulagdo negativa (PERRIN ef al., 1996; HURWITZ et al.,
1997; KARANDIKAR et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais a molécula CTLA4 leva a prote¢do na E.A.E € uma
ativa area de investigagdo. Varios sdo os mecanismos que podem explicar o efeito supressor
desta molécula, entre eles: a polarizagdo da resposta imune, atuagdo nas células reguladoras

CD4+CD25+ e a indu¢do de apoptose.

Estudo imunohistoquimico do tecido do sistema nervoso central de animais
tratados, indicou que a terapia com CTLA4 resulta na inibi¢do da produgdo de citocinas
Thl no SNC com aumento de citocinas anti-inflamatérias (Th2) como a IL10 e TGFp
(KHOURY et al., 1995; GOMES et al., 2000)

Por outro lado, células com atividade imunossupressora como a populagéo
CD4+CD25+ (Trg) expressa constitutivamente a molécula CTLA4 (READ,
MALMSTROM e POWRIE, 2000; TAKAHASHI er al., 2000). A populagdo de células
reguladoras CD4+CD25+ sdo células T que expressam CD25 (receptor para IL2) e
possuem uma funcdo reguladora potente produzindo citocinas anti-inflamatérias como a
IL10 e TGFB (WEINER e SELKOE, 2002). Takahashi e colaboradores (2000)
demonstraram que a CTLA-4 ¢ na verdade uma molécula coestimulatoria chave para a
ativagdo das células T reguladoras CD4+CD25+, para que dessa forma, essa populagido
possa suprimir e controlar as células T auto-reativas. O bloqueio do CTLA-4 nas células

Treq, leva a perda da autotolerancia natural € o aparecimento de doengas auto-imunes.

Esta claro que as células Ty, existem como parte do repertorio imune normal,
prevenindo o desenvolvimento de respostas patogénicas para os antigenos intestinais e
proprios. READ, MALMSTROM e POWRIE (2000) reportaram que as células T, que
controlam a inflamacdo intestinal expressam o mesmo fendtipo que aquelas que controlam
a auto-imunidade. Eles revelaram que a fun¢do imunossupressora das c€lulas T in vivo €

dependente da molécula CTLA4 e de citocinas como TGFp.

Além disso, embora haja controvérsias, acredita-se que um dos mecanismos
pelos quais esta molécula regule negativamente a ativa¢do linfocitaria seja através da
inducdo de apoptose (GRIBBEN et al., 1995; SCHEIPERS e REISER, 1998).
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Os mecanismos periféricos descritos: imunes desvios pela polarizagdo da
produgdo de certas citocinas, apoptose € anergia estdo integrados entre si, € a ativagdo
preferencial de um ou de outro ocorre na dependéncia de fatores tais como a dosagem do

antigeno e a forma como ele € apresentado.

Imunoterapia nas doenc¢as desmielinizantes

A abordagem terapéutica para as doeng¢as auto-imunes em geral e na E.M em
particular, consiste no emprego de drogas que levam a uma imunossupressdo global,
durante os periodos de exacerbagdo da doenca. Essas medidas, no entanto, causam sérios
efeitos adversos ao organismo. A procura, portanto, de medidas especificas que tenha agéo
apenas sobre os clones auto-reativos tem motivado inimeros estudos. Entre as abordagens
mais utilizadas podemos citar a indugdo de tolerancia, vacinagdo com células T,

administrag@o de peptideos e citocinas como interferon beta.

Embora diversas questdes ainda precisam ser resolvidas antes da administragio
sistémica de auto-antigenos se tornar uma abordagem aceitavel no tratamento de doengas
auto-imunes humanas, a inducdo de tolerdncia aos neuroantigenos, em particular a
tolerancia obtida pela administragdo oral de mielina e seus componentes como a MBP e
PLP, tem se mostrado um meio efetivo de suprimir a E.A.E ¢ vem sendo sugerida como
possivel alternativa terapéutica para o tratamento de algumas doengas auto-imunes, entre
elas a E.M (WEINER et al., 1994; LIBLAU et al., 1997).

Os mecanismos pelos quais a tolerdncia oral é mediada incluem delegdo,
anergia e supressdo celular ativa. O fator determinante neste processo encontra-se na
dosagem do antigeno administrado: baixas doses favorecem a supressdo ativa, enquanto
que altas doses levam a anergia e dele¢@o. A supressdo ativa € mediada pela inducdo das
células reguladoras do tecido linféide associado ao intestino (GALT), apresentando uma
secrecdo de citocinas supressoras como TGFB (CHEN et al., 1994; WEINER e REES,
1999; WEINER e SELKOE, 2002).

Esses processos tém inicio no GALT, que ¢ uma rede imune bem desenvolvida
que evoluiu para proteger o individuo de proteinas ou patégenos ingeridos. O GALT

compreende células linféides que podem ser separadas em varios compartimentos como as
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placas de Peyer, os linfocitos da ldmina prépria e os intraepiteliais. Essas células podem ser
CD8 e CD4 (tipo Th3) e sdo responsaveis pela produgdo de citocinas anti-inflamatérias

como TGFp, IL4 e IL10 (WEINER, 1997).

Estudos realizados mostram que a transferéncia adotiva das células CD8
supressoras, de animais tolerizados, protegia os animais receptores do desenvolvimento da
E.A.E (WEINER et al., 1994). Na E.M a administracdo oral de mielina parece ndo bloquear
a progressdo da doenga, porém esse achado pode ser devido ao uso inadequado da dose ou
o tipo de antigeno administrado (WEINER, 2000).

Outra possivel estratégia imunoterapéutica conhecida como vacinagdo com
células T (TCV) atua, como em qualquer outro tipo de vacinag¢@o, sobre o sistema imune
para neutralizar um agente imunopatogénico. Neste caso, a vacina utilizada € composta por
células T reativas a mielina, isoladas do sangue, inativadas por irradiagdo e novamente
injetadas no organismo. O TCV difere do modelo de vacinagdo classica, pois os agentes a
serem combatidos sdo populagdes de células T auto-reativas. Essa abordagem consiste em
inativar especificamente os linfocitos T reativos a mielina através de um aumento de

ativagdo na rede regulatoria periférica (COHEN, 2002).

Os mecanismos das respostas ao TCV ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Mas estudos indicam que ambas células T CD8 e CD4 estdo envolvidas neste
processo. E possivel que as células T CD4 produzem citocinas supressoras, que resultara na
supressio da doenca (HERMANS er al., 1999; ZANG er al, 2000; COHEN, 2002;
VANDERAA et al., 2003).

Os resultados promissores sobre a TCV nos modelos experimentais levaram a
ensaios clinicos humanos conduzidos para avaliar o efeito terapéutico do TCV como uma
estratégia de tratamento na E.M (CORREALE er al., 2000). ZHANG e colaboradores
(2002) mostraram um grande potencial no uso da TCV baseados na redugdo de surtos dos

pacientes com E.M.

Um outro tipo de vacinagdo utilizada para o tratamento de doencas auto-imunes
¢ a imunizagdo de peptideos de TCR (VANDENBARK et al., 1992). Com relacdo ao tipo
de receptores para antigeno (TCR), os linfoécitos T podem ser divididos em duas grandes

sub-populagdes: células que expressam receptores para o antigeno o« € 3 e células que
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expressam receptores para o antigeno y € 8. As células que expressam TCR o e B sdo
melhores estudadas com relagdo ao desenvolvimento de doengas auto-imunes, como a
E.A.E. A manipulacdo da interacdo do TCR com os peptideos derivados dos
neuroantigenos e as moléculas do MHC tem sido feita, com o objetivo de inibir a

apresenta¢do de antigeno e consequentemente alterar a manifesta¢do da doenga.

Essa terapia oferece duas vantagens significativas sobre a terapia
imunossupressora tradicional: 1) A terapia de peptideo de TCR ndo causa imunossupressao
de amplo espectro porque ela modula apenas um pequeno conjunto de células T; 2) Os
peptideos sdo administrados em baixas doses, nfo apresentando toxicidade sistémica em
murinos. Entretanto, para essa terapia ser efetiva, as c€lulas T auto-reativas devem usar um
numero limitado de genes TCR V e os peptideos sintetizados com base nestes genes devem

ser capazes de induzir a imunidade peptideo-especifico (BOURDETTE et al., 1994).

Foi demonstrado que as células T reguladoras reativas ao TCR produzem
citocinas anti-inflamatérias como a IL4 e a IL10, indicando um fenétipo do tipo Th2,
inibindo a producdo de IFNy e proliferacdo de células Thl inflamatorias (VANDENBARK
et al., 1996; VANDENBARK et al., 2001).

Na E.A.E, as células T especificas que causam a doenga preferencialmente
usam genes do TCR V da familia VB8.2. Estudos testando este tipo de tratamento
imunizaram nestes animais, um peptideo V8.2 sintético para o TCR e foi observado tanto
a prevengdo como a supressio da E.A.E (VANDENBARK et al., 1989; BURNS er al.,
1989; OFFNER ef al., 1991). Outros estudos indicam que vacinas desenvolvidas com
peptideos de TCR correspondentes a sequéncia BV8S2 podem induzir células supressoras e

anticorpos que previnem ou revertem a paralisia clinica na E.A.E (OFFNER et al., 1998).

O grupo de células T que expressa TCR y3 vem sendo alvo de extensas
investigagdes, no entanto, a fungdo dessa populacdo celular ndo estd completamente
esclarecida. Evidéncias apontam a participagdo das células T yd tanto na patogenia como na
recuperagdo de doencas auto-imunes, principalmente naquelas que possuem um
componente inflamatério crénico, como € o caso da Artrite Reumatdide e E.M
(WUCHERPFENNIG et al., 1992; PETERMAN er al., 1993; STINISSEN ef al., 1995).

Nas doencas desmielinizantes existem evidéncias experimentais que as c€lulas yd sdo
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capazes de induzir lise de oligondendrécitos in vivo (FREEDMAN e al., 1991). A presenca
de células y0 tem sido observado em placas ativas, liquido céfalo-raqueano € sangue
periférico de pacientes com E.M (SELMALJ et al., 1991) e em infiltrados perivascular no
SNC de camundongos com E.A.E (RAJAN et al., 1996), sugerindo um papel patogénico
para este tipo celular. Por outro lado, hd varias evidéncias sobre a atividade
imunossupressora das células T yd, resultando em papel protetor em algumas doencas auto-
imunes. Na E.A.E, a deplegdo in vivo das células y3, obtida pela injecdo do anticorpo anti-
TCR 78, ocasionou significativo aumento da gravidade da E.AE, acompanhado de maior
sintese de citocinas com efeito anti-inflamatorio (KOBAYASHI ef al., 1997). Estudos
mostraram a ativagdo de hibridomas de yd por um peptideo (180-196) de PPD (BORN et
al., 1990). No modelo animal, o Mycobacterium tuberculosis (Mt) € rotineiramente
utilizado como agente imunopotenciador na indu¢do da E.A.E. Estudos indicam que a
prévia exposi¢do dos animais aos antigenos de Mt, PPD e peptideo de PPD (180-196),
reduziu a gravidade da E.A.E com concomitante aumento da populagdo de linfocitos T yd e
que essas células quando estimuladas in vitro com anticorpo monoclonal anti-TCR y3
imobilizado na microplaca, produziam altos niveis de TGFB (DIAZ-BARDALES er al.,
2001). Esses dados sugerem que essa populagdo celular tenha importante funcdo

imunomoduladora.

A administra¢do do acetato de glatiramer surgiu, nos ultimos anos, como uma
possivel abordagem terapéutica. Esse composto foi sintetizado com o nome de copolimero
1, e inicialmente usado para induzir E.A.E. No entanto, o copolimero 1 causou efeito
oposto, inibindo o desenvolvimento da E.A.E em cobaias (JOHNSON et al., 1995). Esse
composto inibiu a indugdo de E.A.E em vérias espécies, tendo sido proposto sua aplicacido
na E.M. A administragdo do Acetato de Glatiramer mostrou eficacia similar ao Interferon
beta, reduzindo os periodos de exacerbagdo na forma surto-remissdo da E.M (GE et al.,
2000). A acdo benéfica do tratamento foi confirmada pela redu¢do do nimero e volume das
lesGes ativas, identificadas nas imagens de ressondncia magnética (COMI e MOIOLA,
2002). Embora os mecanismos de ag¢do do acetato de glatiramer ndo estejam totalmente
esclarecidos, foi observada modificagdo da resposta imune como a indugdo de células T
supressoras antigeno-especifica, inibi¢do da apresenta¢do de antigeno, polariza¢do da
produgdo de citocinas das células T CD4 Thl para Th2 (GOODIN, ez al., 2001; HUSSIEN
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et al., 2001). Por ter alguns aminoacidos em comum com a MBP, a administrago oral do
acetato de glatiramer teve efeito inibidor na E.A.E e essa via de administracdo também esta
sendo testada em pacientes (WEINER e SELKOE, 2002).

Paralelamente a4 manipulagdo de células que exercem atividade supressora na
resposta imune, a possivel administragdo in vivo de citocinas que levem a polarizag¢io da
produ¢do de mediadores com o efeito anti-inflamatério e dessa forma reduza os danos
causados pelas reagdes auto-imunes, tem sido motivo de varios grupos de pesquisadores.

No campo da imunoterapia ndo especifica, a utilizagdo do Interferon p tem se
mostrado a droga mais promissora e formalmente aprovada para o tratamento da E.M,
desde a aprovagdo dos corticosteréides acontecida no inicio da década de 70 (JACOBS
et al., 1996).

A existéncia do interferon natural foi inicialmente descrita por ISAACS e
LINDENMANN em 1957. Esses autores observaram que células infectadas por virus
secretavam uma proteina, a qual denominaram interferon, que agia sobre as células vizinhas
impedindo-as de se tornarem infectadas. Subseqiientemente, dois tipos principais de
interferons foram reconhecidos: Interferon tipo I: o e B sdo produzidos virtualmente por
todas as c€lulas de mamiferos e estdo envolvidos na inibi¢do da replicacdo viral. Interferon
tipo II: o Interferon y produzido por linfécitos Thl CD4 e por células NK também induzem
a inibicdo da replicagdo viral, mas sdo potentes estimuladores de macrofagos e da
apresentacao de antigenos.

A racionalidade para o emprego de Interferon no tratamento da E.M, se baseou
no carater recorrente ou continuado da doenga, que sugeria infec¢do viral no SNC e
também por se atribuir significancia patogénica a alguns achados que mostraram deficiente
producdo de IFNy por células NK dos pacientes com E.M (NEIGHBOUR e al., 1982).
Nessa linha de raciocinio, PANITCH e colaboradores (1987) administraram interferon
gama a pacientes com E.M, tendo como resultado o aumento das exacerba¢des. Em
contraste, estudos feitos com o IFNB mostraram a tendéncia dessa citocina inibir a
atividade do IFNy e reduzir a atividade da E.M.

O advento da tecnologia do DNA recombinante no inicio dos anos 80 permitiu
a clonagem dos genes dos interferons e seus produtos e precipitaram a pesquisa na area dos

interferons. O IFN foi clonado e expresso em bactérias no inicio dos anos 80 mas somente
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pode ser utilizado na clinica ap6s a inser¢do de um residuo de serina no lugar de uma
cisteina na posi¢dao 17, o que causou muita estabilidade a molécula. Essa prepara¢do é
conhecida como IFN ser-17 ou Betaseron. Uma molécula glicosilada de IFNB produzido
por uma linhagem de células de mamiferos, diferente do IFN recombinante também esta
sendo utilizado no tratamento da E.M. conhecido como IFNP la ou comercialmente
Avonex. No emprego terapéutico, estes produtos diferem na dose, na freqiiéncia e na forma
de aplicagio.

Nestas duas ultimas décadas, varios estudos multicéntricos foram concluidos,
mostrando de uma forma geral, que a admiministragdo do IFNP (tanto 1a como 1b) tem
efeito benéfico no tratamento da E.M na forma surto-remissdo e mais recentemente 0s
autores vem utilizando essa abordagem terapéutica também para as formas progressivas da
doenca (FREEMAN et al., 2001).

O emprego de imagem por ressondncia magnética, mesmo com algumas
restricdes que a técnica apresenta, tem auxiliado o acompanhamento do tratamento dos
pacientes com E.M e em particular a imunoterapia com o IFNB. Assim, o efeito terapéutico
do IFNB-1b foi confirmado pela reducdo da atividade da doenga com diminuigdo de lesGes
verificadas por MRI (PATY et al., 1993). Em estudos recentes comparando ambos os
tratamentos, alguns autores mostraram que o tratamento com IFNf-1b foi mais eficaz em
pacientes com E.M com base nos critérios clinicos ¢ MRI (HARTUNG , 2001; DURELLI
et al., 2002).

Embora os efeitos terapéuticos do interferon beta tenham sido verificados na
clinica, os mecanismos pelos quais os mesmos sdo conseguidos, ndo estdo totalmente
esclarecidos. Com relag@o a sintese de citocinas, sabe-se que o IFN[ antagoniza os efeitos
do IFNy inibindo a expressdo das moléculas de MHC de classe II nos mondcitos, células da
glia e endoteliais, assim como a apresentagdo do antigeno e a ativagdo de linfocitos T
(PETEREIT et al., 1997; YASUDA et al., 1999). Foi descrito que o IFNf reduz a resposta
proliferativa de linfocitos, em células estimuladas com mitdégeno inespecifico
Concanavalina A (ConA) (NORONHA er al., 1993), através da inibi¢do dos receptores de
IL 2 (RUDICK et al., 1993).
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Estudos realizados no modelo experimental da E.M mostraram que a E.A.E
também pode ser prevenida pela administragdo sistémica de IFNB (RUULS et al., 1996;
YASUDA et al., 1999). A redugdo da gravidade da doenga, obtida pela transferérencia
adotiva de linfocitos encefalitogénicos, também foi observada quando essas células foram
previamente incubadas na presenga do IFNB (RUULS & SEDGWICK, 1998). Estudos
mostram, no modelo da E.A.E, que a administragdo de IFN beta, reduz a gravidade da
doenga e aumenta os niveis de TGFB (YASUDA er al., 1999; GAYO et al., 2000).
Pesquisas indicam que o tratamento com IFNP leva a reducdo dos niveis de IL12,
resultando na supressdo de respostas Thl (KARP et al., 2000; HUSSIEN er al., 2001;
BYRNES et al., 2002), inibi¢do nos niveis de TNFa. (CHABOT er al., 2000), em contraste
com aumento nos niveis de IL10 (RUULS e SEDGWICK, 1998; YASUDA et al., 1999;
CHABOT et al., 2000).

Com relagdo as moléculas coestimulatérias, foi observado que a terapia tanto
com IFNB-1b como IFNf-1a, reduziu o nimero de células B CD80+ circulantes (GENC et
al., 1997) e aumentou a expressdo da molécula CD86 tanto em mondcitos como em células
dendriticas do sangue periférico de pacientes portadores de EIM (GENC et al., 1997;
HUSSIEN et al., 2001, LIU er al. ,2001, HUANG et al, 2001). Resultados que estamos
apresentando mostram que efeito benéfico da imunoterapia com o IFN, parece estar ligado
ao aumento da expressdo da molécula CTLA-4, provavelmente devido a sua fungdo
imunorreguladora (capitulo 2 - HALLAL-LONGO et al., 2003)

Com relagdo a apoptose, estudos realizados por REP e colaboradores (1999)
sugerem que o tratamento com IFNp afeta a expressdo do receptor Fas (CD95) nas células

T de pacientes com E.M, induzindo apoptose e a eliminagdo de células T auto-reativas.

O tratamento com IFNP modificou também, a migra¢do dos linfécitos para o
SNC, reduzindo de forma significativa a expressdo das moléculas de adesdo nas células
endoteliais. Estudos realizados por RUULS e colaboradores (1996) mostraram que o
tratamento com [FNf resultou em uma quase completa auséncia de infiltrado de leucdcitos
no SNC na E.A.E, indicando que o tratamento ¢ direta ou indiretamente responsavel pela

inibi¢do da migragdo das células no SNC.
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Diante do exposto, nosso objetivo foi avaliar o efeito da imunoterapia com
Interferon beta nos linfocitos circulantes periféricos respondedores aos componentes da
mielina de murinos na Encefalomielite Experimental Auto-imune, analisando a expressio

de moléculas coestimulatorias.

A segunda proposta do estudo foi verificar o efeito do IFNP na resposta
proliferativa de linfocitos dos pacientes tratados ou nio, quando estimulados por mitogenos
inespecifico e neuroantigenos, assim como a expressio da molécula CTLA-4 ¢ Fas (na

superficie dos leucdcitos e na forma solavel).
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Costimulatory Molecule Expression on Leukocytes from
Mice with Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
Treated with IFN-3

DANNIE E.M. HALLAL,! ALESSANDRO S. FARIAS,! ELAINE C. OLIVEIRA,'
BLANCA MARIA DIAZ-BARDALES,! CARLOS OTAVIO BRANDAO,! GUSTAVO G. PROTTL'
FERNANDA G. PEREIRA,2 IRENE L. METZE,? and LEONILDA M.B. SANTOS!

ABSTRACT

Interferon-B (IFN-B) is of benefit in the treatment of multiple sclerosis (MS) and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), but the mechanisms by which it exerts this beneficial effect remain uncertain. The
present data demonstrate that IFN-B therapy impairs the proliferative response to concanavalin A (ConA)
and myelin basic protein (MBP), decreases expression of the CD80 molecule on leukocytes of treated mice,
and may thereby impede the Thl cell activation-promoting anergy in EAE. Moreover, IFN-§ therapy in-
creases expression of the CTLA4 molecule, which induces a counterregulatory Th2 response. The reduction
of CD80 expression with concomitant increase of CTLA4 expression alters the course of EAE and may be

useful as a monitor in therapy with IFN-£.

INTRODUCTION

NTERFERON-3 (IFN-B) HAS BEEN SHOWN to reduce the fre-
Iquency of clinical attacks, the actvity of MRI lesions, and
the evolution of the disease in patients with multiple sclerosis
(MS).(1:2) Moreover, there is evidence that IFN-3 directly mod-
ulates the immune response and reduces the severity of exper-
imental autoimmune encephalomyelitis (EAE),**) which is a
demyelinating diseases of the central nervous system (CNS)
that is mediated by Thl type CD4* lymphocytes and serves as
a model for MS.1*) The progression of MS and EAE correlates
with increasing levels of proinflammatory cytokines, such as
tumor necrosis factor-« (TNF-a), IFN-vy, and interleukin-12
(IL-12), as well as a decrease in the levels of anti-inflamma-
tory (Th2 type) cytokines, such as IL-10, IL-4, and transform-
ing growth factor8 (TGF-B).) There is also evidence of an
effect of IFN-B on cytokine production. Levels of IFN-y,(”
TNF-a,® and IL-12(%) decreased in patients with MS during
treatment with IFN-B8 as well as in the experimental model. On
the other hand. IFN-B enhanced the production of anti-inflam-
matory cytokines, such as IL-10'%!D and TGF-8./'%!?) in pa-
tients with MS and in the EAE model.”)

Two signals are needed for T cell activation. Binding of the
T cell receptor by a peptideMHC complex provides the first,

and the second is provided by cytokines such as 1L-2 and co-
stimulatory proteins such as CD80 and CD86 expressed on
antigen-presenting cells (APCs).!*) In the EAE model, the
CDB80" cells activate Thl lymphocytes,and CD86 actuvates the
Th2 cells.!*! Moreover, cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen 4 (CTLA4), a counterreceptorin addition to CD28 for
the B7 family of costimulatory molecules, is a negative regu-
lator of T cell activation(!3-16)

The present study investigates whether IFN-£ affects the ex-
pression of costimulatory molecules (CD28, CD80, CD86, and
CTLA4), causing the consequent induction of anergy in EAE.
Because the EAE model presents many clinical and histologic
similarities with MS, this approach underlines the importance
of studies in animal models exploring the effects of IFN-8 im-
munotherapy.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Six-to-eight-week-old female SJL mice, which are highly
susceptible to the induction of EAE,*) were obtained from
The Harlan Sprague Dawley Laboratory (Indianapolis, IN). The

!Neuroimmunology Unit—Department of Microbiology and Immunology, and 2Laboratérioc Marcadores Celulares, University of Campinas

(UNICAMP), Campinas-SP, Brazl.
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FIG. 1. Clinical scores of EAE in mice treated in vive with

recombinant mouse IFN-8 (tMulFN-B). Treatment with 10,000
TU/day was given on days —7, —5, and —2, followed by im-
munization with MBP/CFA on day 0.

animals were housed and maintained pathogen free in the uni-
versity animal facility. All procedures were carried out 1n ac-
cordance with the guidelines proposed by the Brazilian Coun-
cil on Animal Care (COBEA) and approved by the Ethical
Commitiee on Animal Experimentation (CEEA/UNICAMP).

Treatment with IFN-B

The mice were divided into two groups of 10. One group re-
ceived no IFN-8 treatment (controls), and the other received
IFN-B (10,000 TU mouse/day, every other day, for a total of
30,000 IU on davs —7, —5, and —2. On day 0, all mice were
immunized with myelin basic protein (MBP)/complete Fre-
und’s adjuvant (CFA).

Antigen, antibody, and recombinant cytokines

Mouse IFN- (Cytimmune) was purchased from Lee Bio-
molecular Research Inc. (San Diego, CA). Monoclonal anti-
bodies (mAbs) anti-CD4, anti-CD8, anti-CD28, anti-CD80,
anti-CD86, and anti-CTLA4, conjugated to FITC or phycoery-
thrin (PE) were purchased from PharMingen (San Diego, CA).
MBP was purified from guinea pig spinal cords as previously
described (1)

Immunization and induction of EAE

The mice were immunized with MBP. Each animal received
an injection in the flank of 400 pg MBP in 0.10 ml phosphate-
buffered saline (PBS) emulsified in an equal volume of CFA
containing 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37RA
(Difco, Detroit, MI), an immunization protocol that has been
previously described {!® Mice were evaluated daily for signs of
disease and graded on the following scale: grade 1, limp tail:
grade 2, hind limb weakness; grade 3, plegia of both hind limbs;
grade 4, plegia of three or four limbs; grade 5, moribund.

Isolation of lymphocytes

Spleen and draining lymph node cells were minced through
a steel sieve in Hank’s buffer. Connective tissue fragments were
allowed to settle for 10 min at 4°C, and lymphocytes were
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sedimented from the supernatant by low-speed centrifugation
(170g for 10 min at 4°C).

Proliferation assay

For concanavalin A (ConA) or MBP stimulation, lympho-
cytes were cultured in RPMI 1640 with 0.1 mM nonessential
amino acids, ] mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin, 2% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS), and 5 X 1073 M 2-mercaptoethanol
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). The opumal concentra-
tion of mitogens had been determined in pilot experiments es-
tablishing the dose-response pattern, involving various con-
centrations of ConA and MBP, with the optimums fixed at 2.5
pg/ml for ConA and 25.0 pg/ml for MBP. The lymphocytes
(2 X 10%well) were cultured for 48 h for ConA and 144 h for
MBP stimulation. The cultures were pulsed with 1 pCi *H-
thymidine (Amersham, Buckinghamshire, U.K.) per well dur-
ing the last 16 h of culturing and then harvested (Cell Harvester,
Cambridge Technology. Cambridge, MA). Thymidine uptake
was measured in a scintillation counter (Beckman System, San
Jose, CA).

Flow cytometry

Single cell suspensions (1 X 10° cells/ml) were stained us-
ing anti-CD4, anti-CD8, anti-CD28, anti-CD80, anti-CD86. and
anti-CTLA4 mAbs conjugated to FITC or PE. The analysis was
performed using a Becton Dickinson FACScan (Becton Dick-
inson, Mountain View, CA).

In vive In vitro
TFNB no antigen
A
1PN MBP (2Smpm)
~ no antigen
MBP (25mgial) -
) m'nlu -m‘w 60000
crM
IFNB no mitogen
B
IFNp Can A
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- Con A
¥ T T

T
L] 20000 40000 50000 BU000
(=0}

FIG. 2. Effect of IFN-B on proliferative response of lymph
node cells stimulated with MBP and ConA. SJL mice treated
or not with IFN-B ir vive were immunized, and lymph node
cells were cultured and stimulated in virro with MBP (A).
Spleen cells from naive mice treated in vivo with IFN-B were
stimulated in vitro with ConA (B). A | '
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IFN-£ MODIFIES EXPRESSION OF COSTIMULATORY MOLECULES

Statistical analysis

The statistical significance of the data was determined by a
Student’s r-test and a two-tailed Wilcoxon rank sum test. A p
value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Reduction of clinical signs of EAE by administration
of IFN-8

To examine the effect of IFN-B on EAE, two groups of mice
(10 per group) were immunized with MBP/CFA. One group
was treated with 30,000 IU IFN-B/mouse in three doses. start-
ing 7 days prior to immunization, and the other group served
as the untreated control. Administration of IFN-S caused a de-
lay in the onset of the disease and a much milder disease course
(maximum clinical score: immunized group 3.8 £ 0.4 vs. 0.6 =
0.1 for the treated group, p < 0.001) (Fig. 1). No significant
difference in animal weight was noted between the IFN-j3-
treated group and the control group.

Inhibition of T cell proliferation by IFN-B

The effects of in vive administration of IFN-f3 on the in vitro
proliferativeresponse to MBP of lymph nodes from MBP/CFA-

Naive mice

Immunized mice
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immunized mice (Fig. 2A) and of ConA-stimulated spleen cells
from nonimmunized mice are shown in Figure 2B. IFN-2 ad-
ministration effectively inhibited the T cell response to MBP
(27,620 = 1,600 cpm) for nontreated group vs. 12,640 = 1,200
cpm for the treated group (p < 0.01) (Fig. 2A). Administration
of IFN-$ also reduced the proliferative response of lympho-
cytes from nonimmunized mice stimulated with nonspecific mi-
togen ConA (61,420 = 2,620 cpm and 37,840 = 2,400 cpm for
the nontreated and treated group, p < 0.01) (Fig. 2B).

Modification of expression of costimulatory molecules
by in vivo administration of IFN-8

As IFN-B administration prior to MBP/CFA lessened the
severity of EAE and suppressed the in vitro proliferative re-
sponse, the ability of IFN-$ to modify costimulatory molecule
expression was examined. The in vivo administration of IFN-8
mhibited the expression of CD80 in the treated group compared
with immunized and naive groups (naive mice 6.5% = 1.2% vs
18% * 0.8% in the immunized group and 7.8% =* 0.6% in the
immunized and treated group, p << 0.001). There were no sig-
nificant changes in the expression of CD28 (p > 0.05). More-
over, there was no significant change observed among the three
groups in the expression of CD86 (p > 0.05) (Fig. 3).

The expression of CTLA4 was determined in the immunized
group treated or not with IFN-3 24 h after the last dose of 10,000

Immunized and
treated with I_["NB
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54,4 412"‘-

FIG. 3. Costimulatory molecule expression on leukocytes of SJL mice treated or not with IFN-£. Lymph node cells from naive
mice and those treated or not with IFN-$ were labeled with mAbs to CD28, CD80, and CD86, and the expression of these mol-
ecules was quantified by flow cytometry 24 h after the last treatment. The results are representative of eight experiments.
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FIG.4. CTLA4 (CD152) expression on lymphocytes from SJIL mice treated or not with IFN-B. The expression of CTLA4 was
quantified by flow cytometry on lymph node cells from SJL mice treated or not with IFN-B.

IU (total of 30,000 TU mouse in three doses). The results pre-
sented in Figure 4 are representative of eight experiments. The
data show that the expressionof CTLA4 on the surface of leuko-
cytes increased significantly after administrationof IFN-8 com-
pared with that of those of the nontreated group. This increase
was observed for the expression of CTLA4 in CD4* cells
(1.52% = 0.2% for nontreated group vs. 9.03% *+ 0.9% for the
treated group, p < 0.001) and CD8* cells (2.6% * 1.2% in the
nontreated group vs 7.56% * 0.7% in the treated group,
p < 0.001) (Fig. 4).

DISCUSSION

This study showed that the in vive administration of IFN-3
to SJL mice reduces the severity of EAE by altering the ex-
pression of costimulatory molecules on leukocytes. As demon-
strated in Figure 1, administration of IFN-8 markedly reduces
the clinical signs of EAE when given before the onset of the
disease. Treatment with IFN-8 caused a stable, less severe form
of the disease, whereas the control animals continued to have
relapses of the acute form of the disease. These results are in
agreement with previous data demonstrating the beneficial ef-
fects of IFN-B in murine EAE.®* The in vive administration
of IFN-B also alters the in vitro immune response. As demon-
strated in Figure 2, administration of IEN-8 inhibited the pro-
liferative response of lymph node T cells from MBP/CFA-
immunized mice and of spleen cells from nonimmunized ani-
mals stimulated with ConA. These results are also in agreement
with previous observations*!%20 indicating that IFN-8 can
provide effective immunosuppression, resulting in inhibition of
the proliferative response of autoreactive T cells.

The role of costimulatory molecules in the maintenance and

loss of tolerance has been described ?! T cell clones activated
solely by T cell receptor (TCR) binding to peptides and MHC
molecules without efficient cosumulatory sumulation become
anergic.\'" Moreover, CTLA4/CD80/86 interactions may play
a role in the induction of anergy in the presence of low cos-
timulatory molecule expression.?%

In the present study, a significant increase in the expression
of CD80 molecules in mice immunized with MBP was found
in relation to the normal expression of these molecules in naive
animals, but with IFN-8 treatment, this was reduced to normal
levels. No significant changes in the expression of CD28 and
CD86 were observed. The role of CD80 in the development of
organ-specific autoimmune diseases, such as EAE and MS, in-
volves expressionon activated microglia 22 infiltrating mac-
rophages, and perivenular lymphocytes in active MS brain le-
sions, but not in normal brains, as previously described?
Moreover, actively induced EAE in mice is prevented by treat-
ment with anti-CD80, whereas treatment with anti-CD86 ant-
body significantly worsened both clinical and histologic dis-
ease. The ability of anti-CD80/CD86 antibodies to inhibit or
enhance EAE relates to the capacities of these antibodiesto ac-
tivate Thl or Th2 cell cytokine!'® The increase in anti-
inflammatory cytokine in vivo could be responsible for the de-
crease in CD80 expression, as it has been shown that IFN-38
enhances IL-10 and TGF-B production®*) and these cytokines
decrease CD80/CDS86 expression.?>2% IFN-f also diminishes
the production of IFN-v, which in turn induces the expression
of CD80 and CD86 molecules >3 MS patients treated with IFN-
B have shown decreased CD80 expression on circulating B
lymphocytes?®?”) and increased CD86 expression on mono-
cytes2” The in vitro addition of IFN-B upregulated the ex-
pression of CD80 and CD86 molecules in both dendritic and
monocyle cells.(8:2%)
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IFN-B MODIFIES EXPRESSION OF COSTIMULATORY MOLECULES

Concomitant with the reduction in CD80 molecule expres-
sion, IFN-B therapy was found to cause a moderate increase in
the early expression of CTLA4 molecules. Despite various re-
search efforts. the mechanisms by which CD28 and CTLA4 ex-
ert their effects remain poorly understood. There is some evi-
dence that CTLA4 may function, at least in part. by competing
with CD28 for CD80/86 ligands, thereby acting as an indirect
attenuator of costimulatory signals, and that the competition of
CTLA4 may be most effective when CD80/86 molecule levels
are low.*?) The CD28 molecule is constitutively expressed on
T cells, whereas CTLA4 1s not readily detectable until 24-48
h after activation. The present data show that treatment with
IFN-B activated the early expression of CTLA4 in vivo, as the
cells analyzed here were not actuivated in vitro.

In recent years, various models have been proposed o ex-
plain whether CTLA4 might preexist, althoughexpressedat low
levels, or can be induced rapidly even in naive cells on en-
gagement of the TCR and CD28.3? This would be a possible
mechanism for ensuring peripheral tolerance by preventing ac-
tivation when a T cell encounters a self-antigen. The early ex-
pression of CTLA4 in T cells may also explain observations
that a CTLA4 blockade accelerates the onset of experimental
autoimmune diseases, including EAE.(*-!6) We have demon-
strated that immunotherapy with IFN-8 induces a moderate ex-
pression of CTLA4, but it is possible that even very low lev-
els of this molecule may be sufficient to bind to the CD80
molecule, which is reduced by the treatment. MBP-specific
T cell activation might then be reduced, resulting in less severe
EAE.

We have demonstrated here that therapy with IFN-38
markedly reduces the expression of costimulatory molecules
(CD80) and increases CTLA4 expression. These observations
could explain, at least in part, the reduction of T lymphocyte
activation and, consequently, the beneficial effect of this treat-
ment in EAE.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the white matter of the central
nervous system characterized by focal areas of demyelination. Interferon-p (IFNB) provides
an effective treatment which lessens the frequency and severity of exacerbations in
relapsing-remitting multiple sclerosis, but the mechanisms by which IFNB is efficient
remain uncertain. These data demonstrate that IFNP impairs the proliferative response to
myelin basic protein (MBP) and myelin, as well as increasing the expression of the CTLA4
intracellular molecule. Moreover, this treatment increases the expression of surface Fas
molecules as well as of the soluble form of these molecules. Our hypothesis is that the
increase in Fas and CTLA4 molecules in MS patients may lead to leukocyte apoptosis,

which suggests possible mechanisms underlying the therapeutic response to IFNB.
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INTRODUCTION

Treatment of relapsing-remitting multiple sclerosis (MS) with IFNP reduces the
frequency and severity of clinical exacerbations and has a beneficial effect on the
progression of the disease'. The pathogenesis of MS assumes that autoreactive T-
lymphocytes and monocytes, after crossing the blood-brain barrier, produce central nervous
system (CNS) demyelination.” Therefore, regulation though the induction of anergy or the
elimination of autoreactive T-cells may be a possibility for preventing MS lesions.

Two signals are needed for T cell activation. The binding of the T cell receptor
to a peptide-MHC complex provides the first, while the second is provided by cytokines
such as IL2 and costimulatory proteins such as CD80 and CD86 expressed on antigen-
presenting cells or CD28 and CTLA4 molecules expressed on lymphocytes; without
efficient costimulatory stimulation the lymphocytes become anergic.*

Apoptosis is a common physiological process which plays a critical role in the
elimination of auto reactive T cells and, thus, immune regulation. Apoptosis of the cells
which express the Fas (also known as CD95 or APO 1) molecules, results from the
crosslinking of the Fas molecule with the Fas Iigand.” Mice strains carrying mutations in
the Fas (ipr) and FasL (gld) genes exhibit abnormal lymphocyte proliferation and
autoimmune syndromes.s'g Cell death in MS, as well as in its animal model, experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), has been demonstrated to be an essential
mechanism in the regulation of the inflammatory reaction, and infiltrating autoreactive

lymphocytes seem to be eliminated in situ through the apoptotic process.'”"® The
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involvement of the Fas system in MS and in other neurological disorders has recently been
reported, and it may have a role in the modulation of apoptosis.10

In the present study, the association between the activation of myelin-specific T
lymphocytes in MS patients, treated or not with IFNB, was investigated, as well as the

expression of CTLA4 and Fas molecules in these individuals.
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MATERIALS AND METHODS

Patients: The patients in this study were identified using the criteria of Poser et al.'® to
define MS. A total of 47 patients with stable MS, 55 patients in treatment with IFNB 1b and
30 normal subjects were studied; these individuals had a mean age of 31. None of the
patients in any of the groups had received corticosteroids or other immunosuppressive
drugs during a period of at least 6 months prior to donating blood for the study. The
patients in the treated group had been receiving IFNP treatment for 6-24 months. This study
was approved by the Ethics Committee of the Umversidade Estadual de Campinas —
UNICAMP and the volunteers gave written informed consent for participation in the study.

Treatment with IFNG: Patients in the IFNP treatment group received a 20.000 UI injection
of IFNB-1b every other day.

Human Myelin basic protein: Human myelin basic protein (MBP) was obtained according

to Deibler et al. 1972.

Isolation of human myelin. Humans brains were removed from patients who died from non-
neurologic causes with removal occurring an averaged of 2 h after death. The white matter
was removed and myelin was isolated by overlaying the homogenate in isotonic (0.32M)
sucrose on a denser sucrose (0.85 M) gradient allowing the myelin to migrate down to the

18,19

interface. The myelin was then isolated by centrifugation and pooled, dialysed against

water at 4°C and lyophilized.
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Purification of Mononuclear Cells: Blood samples (15 ml) were collected under sterile
conditions. The cells were separated on a Ficoll-Hypaque gradient (1.077 density), and the
cell concentration adjusted to 2x10° cells/ml

Quantification of Surface Fas and CTLA4 molecules: Five microliters of biotin anti-Fas
antibody or anti-CTLA4 molecules, as well as the isotype controls (PharMingen, San
Diego, CA) were added to the cells (leOéceIls/’m[). After 40 min of incubation on ice and
two washes with Hank’s balanced salt solution (HBSS), avidin-FITC antibody (5 pg/ml)
were added. After 40 more min. of incubation and further washing, the presence of the Fas
or CTLA4 molecules was determined by flow cytometry.

Quantification of Surface Fas molecules on CD4" and CD8" Cells: Ten microliters of anti-
Fas antibodies conjugated with FITC (PharMingen, San Diego, CA) and 10 pl of anti-CD4
and/or anti-CD8 antibodies conjugated with PE (PharMingen, San Diego, CA) were added
to the cells (2x10° cell/ml). After 40 minutes of incubation and appropriate washes, the
percentage of Fas molecules was determined using a Becton Dickinson FACScan (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Quantification of Soluble Fas molecules: To measure the levels of soluble Fas molecules
(sFas) in sera, an ELISA kit with specific monoclonal antibodies was utilized (Opteia-
Human Fas kit-PharMingen). Briefly, a monoclonal antibody specific for human Fas was
coated on a 96-well plate. Standards and samples were added to the wells, so that any sFas
present would bind to the immobilized antibody. The wells were washed, and a mixture of
biotinylated anti-human Fas antibody with horseradish peroxidase-conjugated streptavidn
were added, producing an antibody-antigen sandwich. The wells were again washed and a

substrate solution, which produces a blue color with intensity in direct proportion to the
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amount of sFas present in the initial sample was added. A stop solution was then used to
change the color from blue to yellow, and the wells were read at 450 nm.

Proliferation assay: Peripheral Mononuclear blood cells were purified using a Ficoll -
Hypaque gradient. The cells were suspended in Hank’s balanced salt solution, washed
before the addition of RPMI 1640 medium supplemented with 5x10°M 2-
mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, penicillin-streptomycin,
12,5 mM HEPES buffer (pH=7.4), 0.2% NaHCO; and 10% AB” human serum. The cells
were cultured in 96 well flat-bottom culture plates, 10° per well, in the presence of 25
pg/ml of MBP or 10 pg/ml of human myelin, as well as that of PHA (5 ug/ml). Cells were
incubated for 72 h for the nonspecific mitogen, and for 144 h for the antigen in a
humidified, 5% CO, atmosphere at 37°C; the plates were pulsed with 1.0 pCi of *H
Thymidine per well and harvested 18 hours later with a cell harvester (Cambridge Tech.
MA, USA). The incorporation of *H Thymidine was assessed by standard liquid
scintillation techniques. The results were expressed as stimulation index (SI) which is the
mean counts per minute (cpm) of stimulated cells / cpm of unstimulated cells..

Cytometric Analysis of intracellular CTLA molecules. Lymphocytes (10° cells/ml) were
stimulated with 2.5 pg/ml PHA for 20 h., the last 4 h in the presence of 12.4 pg/ml
monensin. After stimulation cells were washed twice with Hank’s solution (pH=7.2), fixed
15 min with formaldehyde (2% in PBS, pH7.2), permeabilized with PBS (pH 7.2),
containing 0.5%BSA and 0.5% saponin, and then incubated for 15 min at room temperature
with the specific mAb to CTLA4 molecule. Cells were then washed and analyzed on a

Becton Dickinson FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).
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Statistical analysis: The statistical significance of the results was determined by a
Wilcoxon, a Kruskal Wallis test and Spearman Rank correlation test. A p value smaller

than 0.05 was considered to be significant.
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RESULTS

Proliferative response. The proliferative response to PHA was evaluated for the three
groups (untreated MS, treated MS and healthy donors) and the results, expressed as
stimulation index (SI), are shown in Figure 1A. The healthy donor group (n=44)
demonstrated an extensive proliferative response to PHA (SI=84.4+89), which was not
significantly different from that of the untreated patients (SI=91+85 cpm) (n=36), or for the
healthy individuals (n=27) (SI=96+48).

The lymphocyte proliferative response to myelin was evaluated for the three
groups. The results shown in Figure 1-B demonstrate that the lymphocyte blastogenic
response increased significantly (p=0.003) for the untreated MS patients (SI=8.2+11)
(n=30) in relation to that of the healthy individuals (SI=1.3£0.4) (n=20). There was no
significant difference (p>0.05) between the treated patients (SI =1.5+1.0) (n=39) and the
healthy individuals (SI=1.3+£0.49 ) (n=22).

The lymphocyte proliferative response to MBP was also evaluated. The results
in Figure 1C show a significantly higher response (p=0.007) level for the untreated MS
patients (SI= 6.6+ 4.1) (n= 28) than for the healthy group (SI=1.6+0.9) (n= 22). There was
no significant difference (p>0.05) between the treated patient group (S1=4.3 + 1.2) (n=44)

and the healthy group (SI=1.6+0.9) (n= 22).
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Quantification of CTLA4 molecules.

The presence of CTLA4 molecules was quantified either in the lymphocyte surface and
intracellular, by flow cytometry in the two groups of MS patients, both untreated and those
treated with IFNB, as well as in the healthy donor controls. When analyzed in surface in ex
vivo lymphocyte, or even after 24 h in culture (data not shown) no significant changes was
observed in the expression of CTLA4 molecules in the three groups (1 .7+0.8%; 0.5£0.2%:
1.4 +0.6 %) treated, untreated patients and healthy controls. Significant changes however,
was observed in the intracellular CTLA4 molecules. The mean expression of CTLA4
intracellular molecules was 15.842.1 % for treated MS patients (n=19), versus 3.4+0.7 %
for healthy controls (n=15), revealing a significant difference between the two groups
(p=0.0001). This expression for the untreated patients was statistically equivalent to that for
the healthy subjects (n=9) (6.2+1.6 % and 3.4+0.7 %, respectively) (p>0.05) (Figure 2) .
Association between lymphocytes proliferative response to myelin antigens (myelin and
MBP) and the expression of intracellular CTLA4 molecules.

Since CTLA4 molecules is known to inhibit the activation of T lymphocytes, the increase
of these molecules was associated with lymphocyte proliferative response to myelin
antigens. The results showed that there are negative correlation between intracellular
CTLA4 molecules and the lymphocyte proliferative response to myelin (R square = -
0,57775 p=0,00757) and MBP (R square =-0,5215 p=0,0230) for IFNp treated patients. No
correlation between untreated patients or healthy controls was observed. The lymphocyte
proliferative response vas presented as A cpm which is the men counts per minute (cpm) of

stimulated cells minus cpm of unstimulated cells. (Figure3).
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Quantification of Surface Fas molecule

The surface expression of Fas molecule was studied in 8 MS patients, both before IFNJ
therapy, and for 6 months after its initiation. A significantly greater expression of Fas
surface molecules (p=0.001) was observed after 6 months of treatment (an increase from 8.
5+1.6 % to 26.8 = 1.5 %) (Figure 4).

Quantification of Surface Fas on CD4+ and CD8+ Cells

Since CD4 T lymphocytes seem to be involved in the genesis of MS lesions, the
expression of surface Fas molecule was determined by two color flow cytometry. The
results showed that there are no significant differences in relation to CD4'Fas" for the
three groups: 20.5+ 0.9%, 22.5+1.2%, and 22.2+0.8 % for healthy individuals (n=17), and
those treated (n=27) and untreated MS (n=16) individuals, respectively (Figure 5A).
Similar results were obtained for CD8 Fas”, with 11.7+ 1.0%, 12.6 &= 1.2%, and 13.6+ 2%
for healthy individuals (n=16), and those treated (n=26) and untreated MS (n=15) (Figure
5B).

Quantification of Soluble Fas in sera

The administration of IFNP resulted in the presence of significantly more (p=0.001) soluble
Fas molecules in treated MS patients (227.8 + 18.4 pg/ml) (n=38) and untreated ones
(180.114.0 pg/ml) (n=37) observed when compared to healthy donors (114.4+ 10.3 pg/ml)

(n=18) (Figure 6).
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DISCUSSION

In the present study, the T cell response to nonspecific mitogen and
myelin antigens was investigated, as well as the expression of CTLA4 and Fas
molecules in the peripheral blood cells of patients with MS, whether or not being
treated with IFNP.

The in vitro proliferative response is one of the most reliable tests for
assessment of the immunocompetence of T lymphocytes. In this study, we have
shown, that untreated patients evidence a greater lymphocyte proliferative response
to myelin and MPB than did the normal healthy controls. These results match the
findings of others that demonstrated the presence of activated T cells specifically
recognizing myelin antigen in the peripheral blood cells in MS patients, although the
antigenic target was confined to the CNS.*** These data suggest that the immune
mechanism that maintains the autoreactive lymphocytes under control is impaired in
MS patients. Thus, approaches such as immunotherapy with IFNPB, which
downregulate the activation of T cells, is useful to minimize the damage of
autoreactive reactions. We were able to show that the proliferative response to
myelin antigens were significantly reduced in the group of MS patients treated with
[FNB. These results are in agreement with those previously described”?*

The mechanisms by which the IFNB limits the expansion of myelin
reactive T cells however, is not yet clear. One possibility, which has been suggested

is that IFN B has an antagonizing effect on IFNy— mediated activities, such as the

reduction of the expression of MHC class II molecules on various cell types.” This
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would lead to a reduced capacity of antigen-presenting cells to interact with primed T
cells. Another possibility would be’ the induction of apoptosis in the T cells % or the
modification of the expression of costimulatory molecules.

The T cell activation depend on the expression of the costimulatory
molecules on antigen-presenting cells, as well as in the T lymphocytes. These
proteins control the immune response through their capacity to positively or
negatively influence the activation of the T lymphocytes by the stimulation of their T
cell antigen receptor. The CD80 and CD86 molecules locate on the APC, each binds
to one of the receptors on the T lymphocytes, either CD28 or CTLA4. These CD28
and CTLA4 proteins share amino acid sequences, but appear to serve different
functions: crosslinking with the CD28 receptor enhances T cell activation, whereas
that with the CTLA4 receptor inhibits it. **"~°

The importance of the CTLA4 molecule in demyelination has already been
demonstrated in the EAE model. Blocking of the CTLA4 accelerates the onset of
EAE, and is associated with an increased frequency in inflammatory lesions in the
CNS, enhanced secretion of pro-inflammatory cytokines, and increased proliferative
responses to in vitro antigen stimulation.’' In the present study. the number of
intracellular CTLA4 molecules increased in MS patients treated with IFNB. This
increase was correlated with a decrease in the proliferative response of the T cells to
myelin antigens. The intracellular portion of the CTLA4 tends to be highly conserved
for various species, which suggest that the control of intracellular trafficking is
important of its function. This importance is emphasize by the fact that the
intracellular CTLA4 molecule is polarized toward those sites facing T cell

29,34, :
contact.”>**> We were not able to demonstrate the expression of such molecules on
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the surface of ex vivo lymphocytes, not even after 24 hours, in culture; probably a
longer exposure to the antigen or mitogen in culture might have resulted in such
expression. Since CTLA4 is known to inhibit the activation of T lymphocytes, the
inhibition of autoreactive T cells may be, at least in part, responsible for the beneficial

effects of [IFNP treatment.

Despite considerable efforts, the mechanism by which CTLA-4 molecules
exert their effects suppressive effect on T activation remain poorly understood. The
CTLA-4 molecules may function at least in part by competing with CD28 for
CD80/86 ligands, thus serving as an indirect attenuator of costimulatory signals. The
crosslinking of CTLA4 molecules may inhibit IL2 production and consequent T cell
activation>® and there is also the possibility that an indirect mode of action of CTLA4,
as its engagement costimulates the secretion of inhibitory cytokines, such as TGFB”.
Moreover, CTLA4 , crosslinking may induce T cells apoptosis™ since, it has been
demonstrated that CTLA4 crosslinking on the surface of prestimulated murine T
lymphocytes leads to the death of those T lymphocytes. »

There are considerable evidences that apoptosis of the myelin autoreactive
T lymphocytes, is deregulated in MS patients. It has been previously demonstrated
that the activation-induced cell death which is triggered by the Fas receptor is
impaired in MS patients.‘m’“ Moreover, recently it has been demonstrated that the
IFNB treatment reduces the expression of the inhibitors of apoptosis *2 and increase
the apoptosis levels of T lymphocytes of MS patients.26

In the present study, it was not tested a direct association between the

increased expression of CTLA4 molecules and apoptosis, although an increase in the

Capituos
br 4

LY



15

expression of intracellular CTLA4 molecules was linked to simultaneous increase in

Fas molecules both in the cell surface and in soluble form after treatment with IFN.
The Fas system has been being involved in activation-induced cell death

(AICD) and after activation Fas molecules are constitutively expressed in large

4344 .
. Fas molecules also occur in a soluble

numbers amounts on T and B lymphocytes.
form (sFas), which lacks a transmembrane region and is present in normal human sera
45 As has been shown here, untreated MS patients show less Fas molecule expression
than those treated with IFNB immunotherapy. The expression of Fas molecules on
CD4 lymphocytes may be linked to the apoptosis of these cells, which may be
involved in the development of MS. Thus, the absence or decrease in the expression
of the Fas molecule may be indicative of the worsening of the disease. The results
obtained here did not show a significant increase in the expression of Fas molecules
on the surface of CD4 T lymphocytes, in relation to untreated or normal control
groups. The increase in the expression of surface Fas molecule could be explained by
the expression of these molecules on other leukocytes after the treatment with IFNB.
The participation of other leukocytes must be considered in the demyelination
process. The role of B cells in demyelinating disease and their fate in the central
nervous system (CNS) are unknown, although there is increasing evidence that
antibodies against myelin and axonal antigen play a pathogenic role in MS .
Furthermore, B cells have been reported to be eliminated from CNS by apoptosis
during spontaneous recovery from the disease.*” Hence, it is possible that the increase
in surface Fas observed in the treated MS group is related to their presence on other
leukocytes, such as B cells, rather than, or in addition to T lymphocytes, and the

apoptosis of these cells also contributes to the clinical recovery of the patients.
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The present study also demonstrated a significant increase in the soluble
form of Fas in the serum of treated MS patients as found in other studies. Our data
agrees with the previous findings which suggest that IFNB affects Fas receptor
expression on T cells of patients with MS, which could induce apoptosis, thus
eliminating the autoreactive T cells **. The results obtained here could be a reflection
of this, but it may be the case that in some way the presence of the soluble form of the
Fas may prevent cells from undergoing Fas-induced apoptosisw and play a role in
modulating the process.

Taken together, the results presented here provide evidence of the
complexity of the mechanisms that control T cell activation of MS patients.
IFNB treatment reduces the proliferative response of lymphocytes to myelin antigens
and induces the expression of intracellular CTLA-4 molecules and surface Fas
molecule on leukocytes as well. This increase in surface Fas molecules should be
favorable to the induction of apoptosis; although soluble Fas molecules released
during the treatment may result in the survival of some of the T cells. Thus, the
beneficial effects of IFNP treatment i.e., the reduction of myelin-specific T cell
activation and the reduction in clinical signs, may thus be the result of the fact that
the mechanisms of apoptosis have prevailed, thus reducing the inflammatory response

despite the presence of the soluble Fas.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Proliferative response of lymphocytes from patients with multiple sclerosis, both
with and without treatment with [FNB, as well healthy individuals, after stimulation with

PHA, MBP and Myelin. Results expressed as stimulation index (Figure 1).

Figure 2. Percentage of surface (0 hour) and intracellular CTLA4 molecules (20 h in
culture) in patients with multiple sclerosis, both with and without treatment with IFNP, as

well as healthy individuals.

Figure 3. Correlation between the intracellular CTLA4 molecule expression and
lymphocyte proliferative response to MBP and myelin. A) R square = -0,35091 (p=0,1317)
B) R square = -0,57775 (p=0,00757) C) R square = -0,11765 (p=0,3815) D) R square = -

0,24997 (p=0,2166) E) R square = -0,5215 (p=0,0230) F) R square = 0,21622 (p=0,3207).

Figure 4. Percentage of surface Fas molecules on lymphocytes in patients with multiple

sclerosis, before and after treatment with IFNp.

Figure 5. Percentage of surface Fas molecules on CD4 and CD8 lymphocytes in patients
with multiple sclerosis, both with and without treatment with IFNB, as well as healthy

individuals.

Figure 6. Quantification of soluble Fas molecules in patients with Multiple Sclerosis, both

with and without treatment with IFNB, as well as healthy individuals.
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Esta bem aceito na literatura que os individuos convivem com os clones
auto-reativos € auto-anticorpos sem necessariamente desenvolver doengas. Logo, existem
mecanismos altamente especializados que mantém essas células sob controle. As doengas
auto-imunes surgem quando ha disfun¢@o na regulagdo dos mecanismos de auto-imunidade.
Os mecanismos de manuten¢do da tolerdncia periférica mais conhecidos sdo anergia e/ou
delecd@o dos clones auto-reativos € a polarizagdo da producio de determinadas citocinas. No
presente trabalho, estudamos alguns mecanismos que levam a dele¢do e/ou anergia dos

clones auto-reativos.

A Esclerose Miltipla embora seja uma doenga 6rgio-especifica, com a reagdo
auto-imune compartimentalizada no sistema nervoso central, uma série de alteragdes ¢
observada nas células da periferia (COSTA et al., 2000). Inicialmente, estudamos o efeito
da imunoterapia com o IFN, na resposta proliferativa de linfécitos estimulados, tanto pelo
mitégeno inespecifico, como pelos neuro-antigenos (mielina ¢ MBP). A avaliacio da
resposta proliferativa dos linfocitos, em resposta aos mitdgenos inespecificos, € um método
classico de mensurar a resposta imune celular dos individuos. Quando avaliamos a resposta
proliferativa em resposta a PHA, verificamos que houve discreta diminui¢do no grupo de
pacientes com E.M. tratados com IFNB. Com relagdo ao estimulo com neuro-antigenos,
observou-se uma redugd@o significativa da resposta blastogénica em pacientes tratados.
Resultados semelhantes obtivemos quando estudamos animais com E.A.E. tratados com
IFNB, em estimulo a ConA e MBP, reforcando a propriedade imunomoduladora e anti-
proliferativa do IFNP. Estes dados sugerem que os mecanismos imunes que mantem 0S
linfécitos auto-reativos sobre controle estdo danificados nos pacientes com E.M. e animais
com E.A.E. Assim, abordagens terapeuticas como a imunoterapia com IFNB, que regula
negativamente a ativagdo das células T, € util para minimizar danos das reagdes

auto-reativas.

Os mecanismos pelos quais o IFNP limita a expansdo de células T reativas a
mielina ndo estd totalmente esclarecido. Uma possibilidade ¢ que o IFNP antagoniza os
efeitos do IFNy inibindo a expressdo das moléculas de MHC classe II em varios tipos de

células, assim como a apresentagdo do antigeno e a ativagdo dos linfocitos T (PETEREIT
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et al., 1997; YASUDA et al., 1999). Outra possibilidade seria a indugdo de apoptose nas

células T ou a modifica¢do na expressdo de moléculas coestimulatorias.

A primeira evidéncia demonstrando que a ligagdo do receptor do antigeno
(TCR) com o peptideo no contexto da molécula de MHC néo era suficiente para a ativagdo
dos linfécitos T foi feita por Jenkins e Schwartz no final da década de 80 (MULLER,
JENKINS e SCHWARTZ, 1989). Esses autores demonstraram que os clones de linfécitos T
que recebiam somente o sinal do TCR ndo se tornavam ativados, mas entravam num estado
de nio resposta especifica para o antigeno, conhecida como anergia. Os autores mostraram
que a ativagio era dada por um segundo sinal coestimulatorio, fornecido por moléculas na
superficie das células apresentadoras do antigeno. Esta bem descrito na literatura que a
ativacdo dos linfocitos tem lugar quando ha ligacdo da molécula CD28 expressa na
membrana dos linfécitos com seus co-receptores na superficie das células apresentadoras
do antigeno (CD80, CD86). Hoje, ha certa concordancia na literatura, que o sinal dado pela
molécula CD28, influencia positivamente a ativagdo linfocitaria, enquanto o sinal dado pela
molécula co-estimulatéria CTLA4 (CD152) é negativo na ativagdo de linfécitos. Essa
molécula aparece na fase mais tardia da ativagdo celular, sendo responsdvel pela inibicao
do crescimento e por induzir apoptose (GRIBBEN e al., 1995, SCHEIPERS e REISER,
1998).

A importancia da molécula CTLA4 na desmielinizagdo tem sido demonstrada
no modelo animal. O bloqueio desta molécula acelera o surgimento da E.AE, ¢ esta
associado com o aumento na frequencia de lesdes inflamatorias no SNC, aumento de
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e aumento de respostas proliferativas com
estimulagdo de antigeno in vitro (PERRINN er al., 1996; HURWITZ et al., 1997). No
presente estudo, o nimero de moléculas CTLA4 intracelular aumentou em pacientes
portadores de E.M. em tratamento com IFNP e esse aumento foi correlacionado com a
diminuicio da resposta linfoproliferativa a estimulagio do antigeno. Nés nao fomos
capazes de demonstrar a expressdo desta molécula na superficie dos linfocitos na E.M.,
nem mesmo apds 24h de cultura, pois provavelmente uma maior exposi¢do com o mitdgeno
poderia ter resultado em tal expressdo. Nos demonstramos também, que a terapia com IFNP

reduz a expressdo das moléculas CD80 e aumenta a expressao de CTLA4 na E.A.E., essas
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observacdes podem explicar, pelo menos em parte, a redu¢do da ativagdo dos linfocitos T e

consequentemente os efeitos benéficos da imunoterapia no tratamento da E.A.E.

Os mecanismos pelos quais a molécula CTLA4 exerce seu efeito supressor na
ativacdo dos linfocitos T, é uma area ativa de investigagdo. A molécula CTLA4 pode, pelo
menos em parte, competir com CD28 para os ligantes CD80/CD86, servindo assim como
atenuador indireto dos sinais coestimulatérios. A ligagdo das moléculas CTLA4 pode inibir
a producio de IL2 e consequentemente a ativacdo de células T. A molécula CTLA4 pode
estar envolvida na estimulagio da produgdo de citocinas anti-inflamatérias (TGFp)
(GOMES et al., 2000), ou ainda, a ligagdo do CTLA4 pode induzir apoptose das células T,
ja que tem sido demonstrado que a ligagdo desta molécula na superficie dos linfocitos T de
murinos, leva a morte desses linfocitos (SCHEIPERS e REISER, 1998).

Tem sido proposto que defeito nos mecanismos que normalmente deletam 0s
clones de linfécitos T auto-reativos estdo envolvidos na etiologia da Esclerose Multipla e
no modelo experimental. Evidéncias mostram associacdo entre a perda das células T
especificas para MBP e a remissdo da E.A.E. (PENDER et al., 1991). Isto sugere que as
células T reativas aos antigenos proprios tornam-se refratarias a morte celular induzida pelo

antigeno AICD (antigen-induced cell death), na fase ativa da doenga.

Recentemente tem sido demonstrado que o tratamento com IFNP reduz a
expressio dos inibidores de apoptose (SHARIEF ef al, 2002) e aumenta os niveis de
apoptose dos linfocitos T dos pacientes (GNIADEK ez al., 2003).

No presente estudo, ndo foi testado a associagdo direta entre o aumento da
expressao das moléculas CTLA4 e a apoptose, embora um aumento na expressao da
molécula CTLA4 intracelular nos pacientes com E.M. estava relacionado ao simulténeo

aumento das moléculas Fas (na forma soltvel e de superficie) apos o tratamento com IFN.

Pelo menos dois mecanismos sdo responsaveis pela indugdo de apoptose dos
linfécitos T maduros. O primeiro atua através da citotoxicidade classica, dependendo da
acdo da perforina e o segundo, a apoptose induzida pelo antigeno, através da estimulacéo

do TCR, mecanismo que envolve a expressdo da molécula Fas.
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A molécula CD95 ou Fas, é uma molécula de superficie pertencente a familia
do receptor de TNF, que sinaliza apoptose quando ligada com seu ligante natural (CD95L).
A importincia desse sistema (CD95/CD95L) ficou evidente no modelo de camundongos
mutantes com defeitos nos genes que codificam CD95 (Ipr) e CD9SL (gld). Esses
camundongos desenvolvem doencas auto-imunes porque os linfocitos T ativados ndo

entram em apoptose na periferia (DRAPPA et al., 1996).

A molécula Fas também ocorre na forma solivel, onde falta uma regido
transmembrana e é encontrado no soro humano. No presente estudo, pacientes portadores
de E.M. ndo tratados com IFNP apresentam menos expressdo desta molécula do que os
pacientes tratados. A expressdo de Fas na superficie de linfocitos CD4 pode estar associado
a apoptose destas células, a qual pode estar envolvida no desenvolvimento da E.M. Assim,
a ausencia ou a diminui¢do na expressio desta molécula pode ser indicativo para a piora da
doenga. Nossos resultados nio demonstram um significante aumento na expressdo da
molécula Fas na superficie de células T CD4 em relagdo ao grupo ndo tratado e controle. O
aumento da expressdo da molécula Fas pode ser explicado pela expressao destas moléculas
em outros leucécitos apds o tratamento com IFNP. A participagdo de outros leucocitos deve
ser considerado no processo de desmielinizagdo. O papel das células B na doenca
desmielinizante e seu destino no SNC é desconhecido, embora exista uma evidencia que
anticorpos contra a mielina ¢ antigenos axonais desempenham papel patogénico na E.M.
Além disso, tem sido reportado que células B podem estar sendo eliminadas do SNC por
apoptose durante recuperagdo espontinea da E.AE. (WHITE et al., 2000). Assim, €
possivel que o aumento de Fas na superficie observado em pacientes tratados com IFN,
esta relacionado em outros leucécitos tais como as células B, ao contrario dos linfocitos T.

A apoptose destas células também contribuem para a recuperacao clinica dos pacientes.

No presente estudo, também demonstramos um significante aumento no Fas
solivel em pacientes com E.M. tratados. Nossos dados estdo de acordo com achados que
sugerem que [FNP afeta a expressdo do receptor Fas sobre as células T dos pacientes com
E.M. que podem induzir apoptose, assim eliminando células auto-reativas (REP ef al.,

1999). Esses resultados obtidos aqui podem ser um reflexo disso, mas pode ser o caso que
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em algumas formas, a presenga do Fas solivel pode prevenir as células de sofrerem

apoptose induzida pelo Fas ¢ assim desempenharem um papel modulador no processo.

Os resultados apresentados aqui fornecem evidencia da complexidade dos

mecanismos que controlam a ativagdo das células T na EM. e E.AE.

Finalizando, os dados obtidos durante esse estudo mostram que o tratamento
com o interferon beta modifica vérios aspectos da resposta imunologica dos pacientes
portadores de EMM e dos animais com E.AE., mesmo quando estudamos linfécitos
periféricos. Assim, a avaliagio da resposta imune dos pacientes e dos animais em

tratamento pode fornecer dados importantes sobre a evolu¢do da imunoterapia.
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Os dados obtidos durante a execugao desse trabalho, nos permite concluir que:

Na E.A.E:

1) O tratamento com IFNP diminuiu a severidade da doeng¢a, enquanto
que animais controle continuaram a apresentar surtos;

2) A administracao do IFN inibiu efetivamente a resposta de células T
ao estimulo com MBP quando comparado com o grupo nao tratado. A
utilizacdo desta imunoterapia também reduziu a resposta proliferativa
dos linfocitos quando estimulados com mitégeno inespecifico (ConA);

3) Observou-se uma inibicdo na expressao da molécula CD80 em animais
submetidos ao tratamento com IFN[, enquanto que ndo se notou
diferenca significativa na expressdo das moléculas CD28 e CD86;

4) A expressdo da molécula CTLA-4 na superficie dos leucécitos estava
significativamente aumentada ap6s a administragdo com IFNB em
comparagdo com 0 grupo nao tratado;

Na E.M:

1) Houve uma discreta diferenga na resposta proliferativa de linfocitos
estimulados por PHA nos trés grupos de individuos estudados (E.M.
tratados, E.M. ndo tratados e normais). A administragdo do IFNP
inibiu efetivamente a resposta proliferativa dos linfocitos ao estimulo
com os neuroantigenos (MBP e mielina) quando comparado com o
grupo ndo tratado;

2) Houve um aumento significativo da molécula CTLA-4 intracelular de
pacientes portadores de E.M tratados com IFNB quando comparado
aos demais grupos;

3) Houve um aumento significativo da molécula Fas na superficie de
leucdcitos dos pacientes, apos o tratamento com a imunoterapia;

4) Nio houve diferenga significativa da expressdo da molécula Fas na
superficie de células CD4+ entre os trés grupos estudados. Similar
resultado foi obtido na expressdo desta molécula nas células CD8+;

5) Houve um aumento significativo da molécula Fas solivel no grupo de

pacientes portadores de E.M tratados com IFNP.
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