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RESUMO 

A síndrome de Guillain-Barré (SGB) é uma doença inflamatória aguda do sistema 

nervoso periférico (SNP), com uma considerável morbidade e mortalidade. A Neurite 

Experimental Autoimune (EAN) é o modelo experimental da síndrome de Guillain-Barré. 

Trata-se de uma doença inflamatória de caráter autoimune que culmina na 

desmielinização dos nervos periféricos. A resposta inflamatória na EAN é caracterizada 

principalmente pela infiltração de células mononucleares, na região endoneural, que 

liberam citocinas proinflamatórias, como IFN-, IL-17A, TNF-α, entre outras. Desta forma, 

a modulação da resposta proinflamatória pode controlar a evolução da doença.  

Durante os últimos anos, os fatores hematopoiético, como a eritropoetina, o GM-

CSF e o G-CSF, tem sido bastante usados para modificar a evolução de doenças 

autoimunes experimentais. Aqui nós administramos o G-CSF em ratos Lewis com EAN 

induzida. Os nossos resultados sugerem que ele provoca um efeito modulador na 

resposta imune. O tratamento com G-CSF provocou uma redução significativa dos sinais 

clínicos da doença, acompanhada do aumento na porcentagem linfócitos T CD4 

reguladores (CD4+CD25+Foxp3+) e T CD8 reguladores (CD8+CD25+Foxp3+) nos 

linfonodos, combinado com aumento da expressão de citocinas anti-inflamatórias (IL-10 

e TGF-β), de Foxp3 e de BDNF, e com diminuição de citocinas e fatores de transcrição 

proinflamatórios (IL-17A, IL-17F, IFN-, IL-6 e RoRt, RoRα, respectivamente). O fator 

hematopoiético G-CSF atua provavelmente sobre o recrutamento e maturação das 

células dendríticas mielóides, podendo gerar uma população com caráter tolerogênico 
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RESUMO 

em detrimento das DCs imunogênicas. Desta forma, as DCs devem atuar sobre a 

atividade dos linfócitos T, controlando a resposta autoagressiva, principalmente pela 

indução de um perfil regulador nessas células. Os linfócitos T reguladores favorecem a 

liberação de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β, ajudando a inibir a ação de 

células efetoras Th1 e/ou Th17. Ainda, a expressão aumentada de BDNF sugere que o G-

CSF age simultaneamente como uma agente anti-inflamatório e neuroprotetor nesse 

modelo experimental. Assim, a gravidade da EAN é reduzida. 
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ABSTRACT 

Guillain-Barré syndrome (GBS) is an acute inflammatory disease of the peripheral 

nervous system (PNS) with considerable morbidity and mortality. The Experimental 

autoimmune neuritis (EAN) is an experimental model of GBS. It is an autoimmune 

inflammatory disorder, which results in the demyelination of the peripheral nervous 

system. The inflammatory response in EAN model is characterized mainly by infiltration 

of mononuclear cells into the endoneural region and the subsequent release of pro-

inflammatory cytokines, such as IFN-, IL-17A and TNF-α. Therefore, the modulation of 

the pro-inflammatory response might control the evolution of this autoimmune disease.

During the last several years, hematopoietic factors, such as erythropoietin, GM-CSF and 

G-CSF, have been used successfully to modify experimental autoimmune diseases. Here 

we have administered the G-CSF to Lewis rats with EAN aiming at verifying the effects of 

this hematopoietic factor onto the evolution of the disease. Our results suggest that the 

G-CSF is able to modulate the immune response.  The treatment with G-CSF provoked a 

significant reduction of the EAN clinical signs. This reduction was accompanied by an 

augmentation of the percentage of regulatory CD4+ T lymphocytes (CD4+CD25+Foxp3+), 

and regulatory CD8+ T lymphocytes (CD8+CD25+Foxp3+) in the lymph nodes. This 

augmentation of regulatory T cells was combined with an increase of the expression of 

anti-inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-β), Foxp3 and BDNF, as well as a decrease of 

pro-inflammatory cytokines and transcription factors related with Th1 and Th17 response 

(IL-17A, IL-17F, IFN-, IL-6 e RoRt, RoRα).  

xviii 



ABSTRACT 

xix 

The hematopoietic factor probably acts over the recruitment and maturation of 

myeloid dendritic cells (DCs) and it might generate a tolerogenic population detrimental 

to immunogenic DCs. Wherefore, the DCs may be able to act over the activity of T 

lymphocytes, controlling the auto-aggressive response, mainly by the induction of a 

regulatory profile on the T cells. The regulatory T cells may favor the release of anti-

inflammatory cytokines, such as IL-10 and TGF-β, which might help to inhibit the action 

of effector Th1 and/or Th17 cells. Moreover, the increased expression of BDNF suggests 

that G-CSF acts simultaneously as an anti-inflammatory and a neuroprotective agent in 

this experimental model. Thus, the severity of EAN is reduced.  
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 As neuropatias inflamatórias desmielinizantes do sistema nervoso periférico, como 

a síndrome de Guillain-Barré (SGB) e as polirradiconeurites desmielinizantes periféricas 

crônicas resultam de resposta imunológica inadequada, dirigida contra os componentes 

dos nervos periféricos, que levam à interrupção do impulso sensorial ou autônomo, 

resultando em deficiência transitória [1, 2]. 

 A síndrome de Guillain-Barré continua sendo uma doença das mais fascinantes e 

desafiadoras para a medicina, apesar do considerável avanço que se teve no tratamento 

dos pacientes nos último 20 anos. Descrita inicialmente em 1916 por médicos franceses 

[3, 4] durante a primeira guerra mundial, ela permanece relativamente rara, mas tão 

marcante em sua apresentação que poucos que a tenham estudado não se lembram de 

seus sinais clínicos.  

Os médicos Guillain, Barré e Strohl descreveram 2 soldados que apresentavam 

uma doença aguda caracterizada por fraqueza, dor muscular e parestesias. Os pacientes, 

de 25 e 35 anos de idade, foram examinados a fundo pro Guillain, chefe do Centro 

Neurológico do sexto acampamento do exército francês. Entretanto, a grande inovação 

nos exames foi feita por Strohl ao investigar o fluído espinhal dos pacientes e realizar 

testes eletrofisiológicos que apontaram problemas principalmente no reflexo do tendão 

de Aquiles e no músculo quadríceps. Contudo, o termo síndrome de Guillain-Barré foi 

usado pela primeira vez apenas em 1927 por Draganesco e Claudian [5], 

desconsiderando a contribuição dada por Strohl. 
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A SGB é uma doença monofásica aguda adquirida de caráter autoimune que afeta 

o sistema nervoso periférico. É geralmente caracterizada por uma rápida paralisia flácida 

simétrica ascendente decorrente de uma inflamação danosa à bainha de mielina dos 

nervos periféricos, cranianos, raízes dorsais e ventrais, assim como dos gânglios e das 

cadeias simpáticas do sistema nervoso autônomo, o que gera uma subsequente perda 

dos reflexos tendinosos, provocando incapacidade de andar e até mesmo insuficiência 

respiratória [6, 7]. Apesar da publicação original não ter feito associações da síndrome 

com infecções, observações clínicas extensivas, apoiadas por estudos epidemiológicos, 

sugerem que a cerca de 75% dos pacientes apresentam um histórico de sintomas de 

infecções precedentes aos primeiros sintomas da síndrome [8]. Os sintomas dessas 

infecções geralmente se manifestam de 3 a 6 semanas antes dos primeiros sinais 

neurológicos. Supõe-se que os agentes etiológicos dessas infecções prévias possam 

mimetizar componentes específicos da mielina periférica ou apenas deflagrar uma 

estimulação anormal ao sistema imunológico [9, 10]. Estudos de casos controlados 

confirmam a associação relevante com Campylobacter jejuni [11], com Citomegalovírus 

[12] e com Epstein-baar [12]. Também há casos, ainda que menos frequentes, de 

desenvolvimento da SGB após infecções prévias com Influenza, com HIV e após gravidez 

[13-18]. Alguns eventos pós-vacinais sugerem que algumas imunizações também 

parecem agir como ativadores da doença. Um aumento significativo da SGB foi descrito 

após a vacinação para influenza nos anos de 1976-1977 [19] e após a vacinação para 
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hepatite [20]. Estudos epidemiológicos sugerem uma incidência de 2 casos a cada 

100.000 pessoas no mundo, ligeiramente mais predominante em homens do que em 

mulheres [21]. A incidência aumenta conforme a idade, apesar de haver um pequeno 

pico entre adultos jovens [22]. Não há estudos epidemiológicos dessa síndrome no Brasil. 

 O exame microscópico dos nervos de portadores da SGB revela a infiltração de 

células mononucleares e a desmielinização segmentar de axônios. O infiltrado se faz, 

principalmente, às custas de linfócitos e macrófagos. Nas lesões mais graves, ocorre a 

destruição axonal. Já nas lesões crônicas, observa-se a proliferação das células de 

Schwann ao longo dos axônios desnudados, como indicativo de possível remielinização 

[23].  

 Os pacientes que desenvolvem a síndrome de Guillain-Barré necessitam de 

cuidados intensivos. Atualmente, os tratamentos são baseados na realização da 

plasmaferese e de inoculações de imunoglobulinas do isotipo G (IgG) anti-IgG. A 

plasmaferese purifica o sangue e retira a substância mediadora da neuropatia autoimune, 

provavelmente anticorpos circulantes, e esse protocolo de tratamento abrevia em torno 

de um mês o tempo para que o paciente possa voltar a andar sem qualquer tipo de 

auxílio, quando diagnosticada nos estágios iniciais da doença [24]. Entretanto, apesar do 

arsenal terapêutico moderno para se tratar o paciente, a taxa de mortalidade varia entre 

2 e 12% e cerca de 15% dos pacientes da SGB permanecem com deficiências persistentes 

mesmo após superar a fase aguda [25]. Inclusive em pacientes que apresentam uma boa 
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recuperação, comumente verifica-se fraqueza residual e perda de unidades motoras, fato 

que pode explicar a fadiga apresentada pelos doentes pós-fase aguda [26]. Além disso, 

cerca de 20-30% dos pacientes apresentam insuficiência respiratória, fazendo-se 

necessário o uso de respiração mecânica [26-29]. Muitos dos pacientes necessitam de 

suporte ventilatório prolongado devido à contínua perda da função muscular respiratória 

e, quando esse quadro é associado a infecções pulmonares, a morbidade e a mortalidade 

desses pacientes são aumentadas [30, 31].  

 As evidências relatadas, somadas à frequência com que essas síndromes 

desmielinizantes surgem depois de infecções ou da administração de algumas vacinas, 

mostram que a participação do sistema imunológico é inquestionável na doença. Por 

isso, faz-se necessário o estudo dos mecanismos pelos quais essa síndrome se 

desenvolve para se tentar preencher as lacunas deixadas pelo atual protocolo de 

tratamento a partir da associação com novas imunoterapias. 

 Diversas similaridades clínicas, fisiológicas e histopatológicas fazem da neurite 

experimental autoimune (EAN), descrita por Waksman e Adams, em 1955 [32], um 

excelente modelo experimental da SGB. Grande parte do conhecimento que se tem sobre 

a os mecanismos da SGB proveio de estudos feitos no modelo experimental. A EAN é 

uma poliradiconeuropatia desmielinizante inflamatória aguda e pode ser induzida em 

animais geneticamente suscetíveis através da imunização com homogenado de nervo 
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periférico [33], ou com peptídeos componentes da mielina periférica, P2 [34] ou P0 [35], 

emulsificados com adjuvante completo de Freund (CFA). 

 A primeira tentativa bem sucedida de indução da EAN ocorreu em 1955, a partir 

da imunização de coelhos com a mielina periférica associada ao CFA [32]. Um trabalho 

posterior dos mesmos autores mostrou a suscetibilidade de outros animais à EAN, como 

cobaias e algumas linhagens de camundongos [36]. Na década de 80, mostrou-se que 

ratos Lewis também são suscetíveis à indução da EAN [37]. Esses ratos, quando 

imunizados com o peptídeo P2, desenvolvem um processo inflamatório que culmina 

numa desmielinização segmentar bastante intensa e que pode ser comparada ao que 

ocorre em pacientes com a SGB [38]. 

Na patogenia do modelo experimental ocorre um fenômeno autoimune 

monofásico mediado por células [39], e as lesões estão confinadas às raízes nervosas da 

coluna vertebral, nervos ganglionares e periféricos [40]. Cortes histológicos revelam 

vários focos de desmielinização e infiltração de macrófagos e linfócitos nos nervos e suas 

raízes, na região endoneural [41]. Clinicamente, os animais apresentam 

comprometimento motor causado por perda progressiva do tônus muscular, começando 

pela cauda, mas podendo chegar à tetraplegia ou, em casos extremos, à morte. Alguns 

estudos identificaram linfócitos T circulantes capazes de reconhecer o peptídeo P2 e suas 

sequências neuritogênicas em animais com EAN [37, 42- 45]. Foi sugerida a importância 

das células T no início da EAN quando se conseguiu induzir a doença em ratos Lewis 
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sadios a partir da transferência adotiva de células dos linfonodos obtidas de animais que 

tinham sido ativamente imunizados com P2 [43]. Posteriormente, mostrou-se que apenas 

a inoculação de linfócitos T CD4 específicos para P2 em ratos Lewis normais produz EAN 

[46, 47]. Por outro lado, ratos adultos que eram submetidos a cirurgia para retirada do 

timo eram bem menos suscetíveis à indução ativa da EAN [48, 49].  

A fase indutora envolve a apresentação de epítopos neuritogênicos aos linfócitos 

T CD4+ principalmente nos linfonodos. Linfócitos T autorreativos precisam ser ativados 

nos órgãos linfoides periféricos, com uma subsequente expansão e diferenciação dessas 

células em células efetoras, para poderem atravessar a barreira hematoneural e iniciarem 

a resposta inflamatória local. 

Os processos de rolamento e de transmigração dos linfócitos T CD4+ 

neuritogênicos dependem de uma interação complexa entre moléculas de adesão, 

quimiocinas e citocinas predominantemente proinflamatórias [50-52]. Os mecanismos 

pelos quais as células T autorreativas fazem a quebra da barreira hematoneural (BHN) 

não estão completamente elucidados. Uma vez que esses linfócitos T específicos para o 

neuroantígeno chegam ao SNP, eles seriam localmente reativadas pelas interações 

moleculares com as APCs locais e começariam a liberar citocinas, orquestrando a 

resposta imunológica. As citocinas IFN- e TNF-α parecem ser particularmente 

importantes para esse processo [53]. Acredita-se que o IFN- esteja envolvido no 

recrutamento celular [54]. Esse microambiente inflamatório atrai mais fagócitos 



INTRODUÇÃO 

8 
 

mononucleares. A desmielinização axonal é iniciada pelos linfócitos T CD4. A ação das T 

é seguida pela atividade fagocítica de células mononucleares recrutadas, 

predominantemente macrófagos.  

Os macrófagos desempenham um papel chave como APCs e agem como 

destruidores efetores da bainha de mielina [55, 56]. Ainda não está completamente 

elucidado se a desmielinazação dos nervos periféricos resulta diretamente de efeitos 

citotóxicos contra a bainha de mielina, provocados por moléculas efetoras solúveis, como 

IFN-, TNF-α, enzimas proteolíticas, radicais de oxigênio e óxido nítrico (NO) [57], ou se 

é uma consequência secundária de danos diretos causados às células de Schwann [58]. 

A EAN foi inicialmente descrita como uma doença mediada por linfócitos Th1 

produtores de IL-2 e IFN- [59]. No entanto, o conceito de que a EAN é mediada 

exclusivamente por linfócitos Th1 tem sido desafiado. Sugeriu-se a hipótese de que 

linfócitos do subtipo T helper 17 (Th17) efetores sejam importantes para o 

desenvolvimento desse modelo quando se observou que animais geneticamente 

deficientes para IFN-, ou para o receptor dessa citocina, desenvolvia a doença 

desmielinizante normalmente [60] e que camundongos deficientes para IL-17 

desenvolvem alguns modelos de autoimunidades muito tenuamente [61]. Estudos 

recentes mostraram o importante papel da IL-17 no desenvolvimento da EAN [62]. A 

diferenciação dos linfócitos naive em Th17, caracterizado pela intensa produção e 

liberação de IL-17, é regulada por uma complexa rede de citocinas. Diferentemente dos 
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subtipos Th1 e Th2, os quais dependem apenas das suas respectivas citocinas efetoras 

(IFN- e IL-4) para a diferenciação, as células Th17 não necessitam de IL-17. Em vez disso, 

precisam de IL-6 e TGF-β, que são duas citocinas com efeitos aparentemente opostos no 

sistema imunológico. A IL-6 é uma citocina proinflamatória produzida intensamente por 

células atuantes na resposta imune inata. Portanto, infecções e inflamações locais 

induzem a produção de grandes quantidades de IL-6 [63]. A IL-6 ativa o STAT-3, que por 

sua vez aumenta a produção dos fatores de transcrição RoRt e RoRα, promovendo um 

aumento na expressão de IL-17A e IL-17F, que parecem aumentar a atividade das células 

Th17 [64]. O TGF-β é considerado uma citocina anti-inflamatória e pode promover a 

diferenciação de linfócitos T reguladores, que apresentam a capacidade de inibir a 

resposta inflamatória. Sabe-se que a deficiência de TGF-β está associada com o 

desenvolvimento da doença linfoproliferativa fatal [65]. Juntas, ambas as citocinas, IL-6 e 

TGF-β, podem induzir a diferenciação de linfócitos T naive em Th17 [66-69].  Essas 

citocinas induzem as células T naive a secretar IL-21 [67]. Por sua vez, a IL-21 funciona de 

forma autócrina e aumenta o fator de transcrição da linhagem Th17 RoRt, aumentando 

a expressão de IL-17 [70]. A IL-23 atua na expansão e manutenção da população dos 

linfócitos Th17, contribuindo para o aumento da gravidade de alguns modelos 

experimentais de doenças autoimunes [67]. Além da IL-6 e TGF-β, outras citocinas 

incluindo a IL-1, IL-13, IL-18, IL-22, IL-23 e TNF-α participam da diferenciação e expansão 

da Th17 [66]. Por outro lado, alguns estudos demonstraram que citocinas como a IL-4, 
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IFN- e IFN-α inibem a expansão das Th17 mediadas pela IL-23 [71]. A IL-27, membro da 

família IL-12/IL-23, também foi descrita como um potente regulador negativo da 

diferenciação da Th17 [72].  

Na fase de recuperação da EAN foram identificadas citocinas anti-inflamatórias, 

como IL-10 e TGF-β [73]. Essas citocinas são produzidas principalmente pelas células T 

reguladoras. Foi descrita a atuação do TGF-β na ativação de células T reguladoras, com 

consequente redução da gravidade da doença no modelo da encefalomielite 

experimental autoimune (EAE) [70].  

Em 2003, com a identificação do fator de transcrição forkhead box 3 (Foxp3), o 

estudo sobre células reguladoras (Treg) teve um considerável avanço. As Treg são 

indispensáveis para a manutenção da tolerância ao próprio e para homeostase do 

sistema imunológico [74]. Constituem cerca de 5% das células T periféricas e foram 

inicialmente identificadas como células T CD4+CD25+ [75], mas, posteriormente, 

concluiu-se que elas são melhor caracterizadas pela alta expressão do fator de 

transcrição Foxp3 [76-79].  Mutações no gene Foxp3 resultam num desenvolvimento 

defeituoso das células Treg e, portanto, provocam uma desordem autoimune fatal em 

camundongos e humanos [70, 78, 79]. Pacientes com mutações no gene desenvolvem 

doenças autoimunes muito cedo, que hoje são coletivamente chamadas de IPEX, 

caracterizada por disfunção imunológica e pela ausência de células Treg em humanos 

[80-85]. Da mesma forma, a expressão contínua forçada de Foxp3 por células T CD4+ 
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convencionais as confere fenótipo e funções de células T reguladoras [77, 78]. Ainda, a 

deleção do gene Foxp3 provoca uma reprogramação das Treg, e elas passam a agir 

como células T helper patogênicas [76]. Esses achados levaram a comunidade científica 

a considerar o Foxp3 como um marcador específico de Treg, e ele agiria como um fator 

diferenciador da linhagem de linfócitos T reguladores [77, 78]. Entretanto, a expressão de 

Foxp3 nem sempre resulta na diferenciação de Treg: em humanos, células T ativadas 

aumentam a expressão de Foxp3 transientemente sem adquirir fenótipo e função de 

células reguladoras [87, 88]. Contudo, essa expressão “promíscua” de Foxp3 até hoje não 

foi demonstrada em camundongos [77-79].  Juntando-se todas as evidências, células 

Treg Foxp3+ parecem representar uma linhagem distinta e estável, capaz de manter a 

expressão de Foxp3 e suprimir a resposta imunológica, desempenhando um importante 

papel no processo inibição a ação de células efetoras Th1 e/ou Th17 [89, 90-92], apesar 

de algumas outras células T reguladoras, como Th3 e T reguladora do tipo 1 (Tr1) 

poderem também contribuir substancialmente para supressão efetiva da resposta 

autoimune [93-95]. A expressão estável de Foxp3 é garantida, pelo menos em parte, por 

um mecanismo epigenético, chamado demetilação de DNA. A demetilação ocorre em 

uma das regiões não codantes conservadas do gene Foxp3, denominada região de 

demetilação específica de células Treg [91, 96, 97]. Sabe-se que linfócitos T reguladores 

Foxp3+ utilizam o TCRαβ para reconhecimento do antígeno, possuem um vasto 

repertório comparável em tamanho, apesar de muito diferente na sua composição, com 



INTRODUÇÃO 

12 
 

o repertório das células T CD4+ convencionais e possuem também moléculas MHC de 

classe II bastante restritas [98, 99].  

Acredita-se que a geração de Treg ocorra primariamente no timo, como resultado 

de uma interação de alta afinidade entre o TCR e os autoantígenos [100, 101]. Entretanto, 

algumas células Treg Foxp3+ podem também se diferenciar extratimicamente a partir de 

linfócitos T CD4+ naive, após o reconhecimento do antígeno em um microambiente 

“tolerogênico” in vivo [102, 103] ou na presença de TGF-β in vitro [104]. Curiosamente, 

tem sido descritas ligações entre Tregs e células Th17. Como dito anteriormente, foi 

demonstrado in vitro que, se a ativação das células T ocorrer na presença de TGF-β, o 

resultado poderá ser a geração de Treg Foxp3+. Entretanto, a combinação de IL-6 e TGF-

β promove a geração de células Th17 [67]. Ainda, um outro estudo mostrou que os 

produtos do gene Foxp3 podem interagir diretamente com fatores de transcrição que 

determinam uma resposta proinflamatória (Th1 T-bet e Th17 RoRt e RoRα) [105]. Essas 

descobertas sugerem que o balanço entre TGF-β e IL-6, provavelmente, determina a 

diferenciação de uma célula T em Treg ou Th17, através da competição antagonista de 

Foxp3 e RoRt / RoRα. Desta forma, a inibição desses fatores de transcrição relacionados 

com a diferenciação de células T em Th17, além de favorecer a liberação de citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10, IL-4 e TGF-β [105], diminui a resposta proinflamatória.  

Sob uma perspectiva funcional, pode-se agrupar em 4 “modos de ação” básicos 

os mecanismos de supressão usados pelas Treg: 1) por citocinas inibidoras; 2) por citólise; 
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3) por perturbação metabólica; 4) por modulação da maturação e da função das células 

dendríticas (DCs).  

Citocinas inibitórias tem sido o foco de uma parte considerável da atenção que se 

tem dado à capacidade supressora das Treg. Estudos realizados com alguns modelos de 

alergia e asma sugerem que tanto Treg geradas no timo quanto as induzidas na periferia 

são dependentes de IL-10 [106], e alguns autores reportaram que essas células dependem 

de ambas as citocinas, IL-10 e TGF-β [107], e elas seriam capazes de produzi-las 

intensamente [108]. Essas citocinas anti-inflamatórias poderiam ter uma ação parácrina, 

promovendo a manutenção do microambiente anti-inflamatório. Dessa forma, os 

linfócitos T reguladores conseguiriam amplificar a resposta reguladora / anti-inflamatória 

ao mesmo tempo em que são capazes de diminuir competitivamente o ritmo da 

diferenciação das células T naive em T helper patogênicas [106, 107]. 

 Por um longo tempo, considerou-se que apenas as células Natural Killer (NK) e os 

linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTLs) eram capazes de promover a citólise através da 

secreção de granzimas [109]. Sabe-se que células T CD4+ convencionais não são 

citolíticas. Por isso foi surpreendente quando se mostrou que a expressão de granzima-

B é aumentada em Treg murinas [110, 111]. Gondek e colaboradores foram os primeiros a 

mostrar que camundongos com Treg deficientes para granzima-B tiveram a capacidade 

supressora reduzida in vitro [112]. A ideia de que as Treg possuem atividade citolítica é 

corroborada por estudos mostrando que essas células reguladoras podem matar 
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linfócitos B por um mecanismo dependente de granzima-B [113]. Apesar da maioria dos 

estudos sobre a citotoxicidade das Treg focar mecanismos envolvendo granzima-B, um 

trabalho recente sugeriu que células T reguladoras ativadas induzem apoptose de células 

T efetoras através da via envolvendo o TRAIL-DR5 (tumour-necrosis‑factor-related 

apoptosis-inducing ligand–death receptor 5) [114]. Outro estudo mostrou que células T 

reguladoras murinas e humanas tem a expressão de Galectina-1 (também conhecida 

como LGALS1) aumentada, molécula que pode induzir apoptose em células T 

convencionais e, ainda mais, mostraram também que Treg deficientes para a molécula 

tem atividade citotóxica reduzida in vitro [115]. Interessantemente, um estudo preocupado 

com o destino das células neuritogênicas infiltradas nos nervos no período de 

recuperação, no modelo de EAN, revelou que cerca de 19% delas são eliminadas 

apoptoticamente por mecanismos de defesa locais [116]. Apesar de o autor não investigar 

a participação dos linfócitos reguladores nesse processo de eliminação de células 

infiltradas, a ideia de que as Treg possam ser importantes para ele é plausível, visto que 

já se sabe que células reguladoras Foxp3+ estão ativadas na fase de recuperação da EAN 

[73].  

Recentemente, tem sido descritos muitos mecanismos supressivos intrigantes que 

podem ser coletivamente chamados de mecanismos mediadores da “perturbação 

metabólica” de células T efetoras. Sabe-se que os linfócitos reguladores são incapazes de 

produzir IL-2, porém dependem dela para sobreviver. Muito já se discutiu se a alta 
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expressão de CD25 por células reguladoras aumentaria a poder de “consumo” de IL-2 

por parte delas. Dessa forma, elas seriam capazes de fazer inibição da proliferação de 

células T helper ativadas a partir da competição por IL-2 disponível no meio [117, 118]. 

Entretanto, recentemente, tem se proposto dois novos mecanismos de células 

reguladoras para se induzir a liberação intra ou extracelular de nucleosídeos adenosina. 

A expressão de CD39 e CD73 parece potencializar a produção de adenosina pericelular, 

molécula que suprime a função de células T efetoras através da ligação com o receptor 

para adenosina 2A (A2AR) [119-121]. Curiosamente, a ligação da adenosina ao A2AR 

interfere nas funções de células T efetoras, mas também parece aumentar a geração de 

Treg a partir da inibição da expressão de IL-6 e a promoção da expressão e secreção de 

TGF-β [122]. Os autores também mostram que a adenosina pode modular a maturação 

das células dendríticas a favor de um fenótipo tolerogênico [123]. Ainda, os linfócitos T 

reguladores podem também suprimir funções de células T efetoras a partir da 

transferência direta do segundo mensageiro cíclico adenosina monofosfato (cAMP), que 

é um potente inibidor, para o interior de células T efetoras através de junções 

comunicantes de membrana [124]. 

 As ações das células T reguladoras parecem não se restringir a apenas outros 

linfócitos. Alguns estudos tem sugerido que elas podem modular a maturação e/ou 

função das DCs, as quais são necessárias para a ativação das células T efetoras. Contudo, 

apesar dessa ideia ser bastante atrativa, os dados que a apoiam ainda são bastante 
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limitados [125]. As DCs são células apresentadoras de antígeno (APCs) altamente 

especializadas e possuem uma capacidade única de ativar completamente linfócitos T e 

induzi-los à expansão clonal, tanto os naive quanto os de memória. Diferentes subtipos 

de DCs tem sido descritos, conforme a habilidade delas de induzir a diferenciação de 

células T naive em Th1, Th17, Th2 ou Treg. As chamadas de DCs imunogênicas, marcadas 

pela expressão apenas de CD11c, seriam maduras o suficiente para ativar plenamente os 

linfócitos T, induzindo-os a um fenótipo imunogênico inflamatório, caracterizado pela 

produção de citocinas proinflamatórias, como IFN- e IL-2, no caso das Th1, e IL-17A, IL-

17F e TNF-α, no caso das Th17, entre outras citocinas. Por outro lado, as DCs 

tolerogênicas, fenotipicamente identificadas por serem CD11b+ ou CD11b+/CD11c+, 

estariam em um estado de maturação menos avançado, o que lhes conferiria uma menor 

capacidade de ativar linfócitos T naive, resultando na diferenciação desses linfócitos no 

subtipo Th2, caracterizado pela expressão de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 e IL-

10 [126], ou Treg [127]. 

Alguns estudos que utilizaram microscopia intravital revelaram interações diretas 

entre Treg e DCs in vivo [128, 129]. Foi proposto que essas interações serviriam para 

atenuar a ativação de células T efetora num processo envolvendo a molécula 

coestimulatória CTLA-4, a qual é constitutivamente expressada por Treg [75, 130]. Mais 

especificamente, o bloqueio de CTLA-4 com anticorpos monoclonais específicos mostrou 

que a supressão de células T efetoras via DCs mediadas por Treg é reduzida [129, 130]. 
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Outro dado importante é o fato de células T reguladoras poderem condicionar as DCs a 

expressarem indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima capaz de induzir a 

produção de metabólitos proapoptóticos a partir do catabolismo do triptofano, 

resultando na supressão de células T efetoras através de um mecanismo dependente de 

interações entre CTLA-4 e CD80 e/ou CD86 [131, 132]. Ivars e colaboradores 

demonstraram que as Treg teriam a capacidade de regular negativamente a expressão 

de moléculas coestimulatórias CD80 e CD86 in vitro [133]. Estudos feitos com Treg 

humanas indicam que essas células podem modular a função de monócitos e macrófagos 

[130, 134, 135]. Apesar dos mecanismos pelos quais esse processo acontece ainda não 

estarem bem elucidados, os autores sugerem que essa modulação ocorreria através de 

moléculas como o CTLA-4 e a liberação de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 e o 

TGF-β.  

A maior parte dos estudos sobre linfócitos T com função regulador focam os 

linfócitos T CD4+. Entretanto, ultimamente tem se descrito linfócitos T reguladores que 

são CD4-CD8+, e são chamados de T CD8+ reguladores (T CD8+ reg). Semelhantemente 

às T CD4+ reguladoras, essas células também podem ser Foxp3+. Os mecanismos de 

regulação da resposta imunológica se dá através de vários mecanismos, incluindo a 

liberação de IL-10 e de TGF- β, e por interação molecular envolvendo CTLA-4 [136-138]. 

Tendo em vista a vasta gama de mecanismos pelos quais as células T reguladoras 

poderiam regular a resposta imunológica, muito tem sido feito na tentativa de se 
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manipular o sistema imunológico para tentar ativar células com funções reguladoras, no 

sentido de diminuir os danos causados pelas reações autoagressivas. Em 2011, um 

trabalho de Farias e colaboradores, realizado em nosso laboratório, mostrou que 

infecção com Plasmodium chabaudi estimula a formação de Treg e reduz a gravidade da 

EAE em camundongos C57BL/6 [89]. Outro estudo do mesmo autor, publicado em 2013, 

mostrou que tratamento via oral com Vitamina D3 também é capaz de induzir a 

formação de Treg e diminuir a gravidade da EAE em ratos Lewis [139]. Nesse mesmo 

sentido, há muitos estudos que visam manipular o sistema imune a partir do uso de 

fatores hematopoiéticos, que são coletivamente chamados de fatores estimuladores de 

colônias (CSF), como a eritropoetina (EPO), o fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF), o fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) e o fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF). 

Esses fatores hematopoiéticos chamaram a atenção da comunidade científica 

inicialmente por sua habilidade de gerar in vitro colônias de células mielóides [140-147] a 

partir do precursor da medula óssea e promover proliferação e diferenciação dessas 

células [140, 146-149]. Entretanto, posteriormente, ficou muito claro que os CSFs podem 

também agir sobre células mielóides maduras in vitro e, portanto, foi sugerido que eles 

pudessem desempenhar papéis muito mais amplos na resposta imunológica do que 

simplesmente como fatores de crescimento hematopoiéticos [140, 150-152]. Em geral, os 

CSFs são polifuncionais e seus efeitos sobre as células do sistema imune podem ser 
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agrupados em 3 categorias: 1) Aumento da sobrevivência e/ou proliferação celular; 2) 

Diferenciação celular; 3) Ativação celular [140].  

A eritropoetina (EPO) é uma glicoproteína responsável pela manutenção do 

número de células sanguíneas vermelhas [153-156]. Vários estudos mostram que a EPO 

pode agir como um imunomodulador e tem a capacidade de melhorar diversos tipos de 

inflamação, incluindo doenças autoimunes órgão-específicas [153], isquemia cerebral 

[153, 157, 158] e lesões na medula espinhal [159, 160]. A administração de EPO a 

camundongos com EAE [160-162] e a ratos Lewis com EAN [163, 164], após a imunização 

com os respectivos neuroantígenos, resultou numa supressão significativa da proliferação 

das células T autorreativas. Ainda, o tratamento in vivo com EPO em ratos com EAN 

demonstrou a indução da liberação da citocina anti-inflamatória TGF-β [163]. 

O GM-CSF é usado clinicamente para aumentar o número de neutrófilos após 

tratamento com quimioterápicos e transplantes de medula óssea [164].  Contudo, 

trabalhos recentes mostram que o GM-CSF parece ser a arma secreta do arsenal das 

células Th17. Esses trabalhos mostram, no modelo de EAE, que o GM-CSF é crítico para 

as funções proinflamatórias das Th17 [165, 166]. Um estudo identificou a IL-23 como um 

fator de estimulação à produção de GM-CSF [167]. Os autores acreditam que a IL-23 

promova a produção de GM-CSF por células T e que esse fator hematopoiético seja 

essencial para as Th17 orquestrarem a inflamação no sistema nervoso central. Os 

linfócitos T helper 17 produzem uma série de citocinas, como IL-17A, IL-17F, IL-22 e TNF-
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α, mas o bloqueio isolado de IL-17A já se mostrou pouco eficaz na redução da gravidade 

de modelos de doenças autoimunes [167]. Da mesma forma, o bloqueio de IL-17F, IL-22 

e TNF-α produziu efeitos variáveis, dependendo do modelo de doença [167]. Mas um 

achado consistente foi que a neutralização de IL-23 efetivamente abortou a resposta 

efetora em praticamente todos os modelos testados até agora [167, 168].  

Baseados na habilidade dos CSFs de regular o número de células mielóides e de 

induzir mais populações de células maduras a produzirem mediadores proinflamatórios, 

e no fato de que a produção CSFs é aumentada em um grande número de populações 

celulares após o estímulo por IL-1 e TNF-α, foi proposto que o GM-CSF e o M-CSF façam 

parte de uma rede de citocinas que permite a comunicação entre células mielóides e as 

células da vizinhança, durante as reações inflamatórias [169-173]. Essa rede de CSFs pode 

explicar, pelo menos em partes, a natureza de certas lesões inflamatórias crônicas, como, 

por exemplo, articulações sinoviais reumatoides, devido à sobrevivência de macrófagos 

e granulócitos aumentada dependente de CSFs, levando ao maior número dessas células 

nas lesões [169, 172].  A confirmação de que a depleção do GM-CSF e do M-CSF têm 

efeitos terapêuticos benéficos nas autoimunidades veio de um estudo no modelo de 

artrite em camundongos [174-176]. No modelo de artrite colágeno-induzido, os 

camundongos deficientes para GM-CSF não desenvolveram a doença, apesar de 

apresentarem uma resposta humoral normal contra colágeno do tipo II [175]. 
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Controversamente, camundongos submetidos à administração de GM-CSF foram 

protegidos contra o desenvolvimento de diabetes do tipo I [177]. 

O fator estimulador de colônias de granulócitos, o G-CSF, foi inicialmente descrito 

como um fator de crescimento para os neutrófilos [178]. Trata-se de uma glicoproteína 

de 19.6 kDa codificada em humanos no cromossomo 17 q11-22. O efeito primário do G-

CSF sobre as células do sistema hematopoiético consiste na estimulação da proliferação 

e diferenciação das células progenitoras normais, na reconstituição dos neutrófilos após 

a mielossupressão, causada pelas rádio e quimioterapias, e na mobilização dos leucócitos 

da medula óssea para o pool periférico [179]. Trabalhos recentes sugerem que o G-CSF 

pode interagir com o sistema imune alterando a reatividade dos linfócitos e modificando 

a função das células apresentadoras de antígeno [178, 180]. A expressão dos receptores 

de G-CSF (G-CSFR) foi demonstrada em linfócitos T ativados, mas não em repouso [181]. 

Apesar de expressão desses receptores ser significativamente maior em neutrófilos do 

que em outros tipos celulares, é provável que a participação dessa citocina seja mais 

relevante nas inflamações e autoimunidades do que nos sinais para atrair os neutrófilos 

[182]. Ainda que o GM-CSF e o G-CSF tenham sido ambos agrupados na mesma família, 

a família dos CSFs, seus efeitos parecem ser semelhantes apenas no que se refere à 

mobilização celular mielóide. Diversas evidências sugerem que suas ações nos processos 

inflamatórios são bastante distintas. 
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O G-CSF ativa genes com função imunorreguladora em linfócitos T, como GATA-

3 e STAT-5, e inibe diretamente a produção de citocinas proinflamatórias, quando 

administrado em doses farmacológicas [182, 183]. Estudos mostraram que ele modifica a 

produção de citocinas de células do sistema imunológico ex vivo. Especificamente, o G-

CSF atenuou a produção de IL-1, IL-12, IFN- e TNF-α por células estimuladas com 

lipopolissacarídeo (LPS) [184, 185]. Outro estudo tratou previamente com G-CSF 

voluntários saudáveis, que receberam posteriormente endotoxina da Salmonella abortus 

equi. Esse trabalho revelou que os níveis de receptores para TNF (TNFR) e IL-1 

aumentaram comparados com grupo controle, isto é, o grupo não tratado com o fator 

hematopoiético, sugerindo que o G-CSF pode ter um efeito anti-inflamatório in vivo [184-

186].  

Há uma série de estudos relativos aos efeitos desse CSF sobre as funções dos 

linfócitos T. Verificou-se que a administração de G-CSF em indivíduos saudáveis inibe a 

proliferação de células T em resposta a mitógenos [187-191] através da liberação de 

fatores inibidores solúveis [187-189, 192]. Células precursoras de monócitos, mobilizadas 

para o sangue periférico pelo G-CSF, provavelmente inibem as funções das células T 

CD4+ por induzir a apoptose através da interação das moléculas Fas-Fas ligante [193], e 

células de origem monocítica podem interferir na expressão da cadeia ζ da molécula CD3 

de linfócitos T, contribuindo para uma posterior disfunção dessas células [194, 195]. Sabe-

se que o G-CSF é capaz de mobilizar linfócitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ da 
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medula óssea para a periferia, assim como faz com células T naturais supressoras CD4-

CD25-TCRαβ+ [196, 197]. Essa mobilização se faz pela redução da expressão CXCL-12 na 

medula óssea, um ligante de CXCR-4, o que favorece a saída de células Treg [196, 197]. 

Em humanos, foi demonstrado que a administração de G-CSF aumenta a mobilização de 

células dendríticas plasmocitóides, produtoras de IFN do tipo I [198]. Estudos 

experimentais mostraram que a administração in vivo de G-CSF em camundongos ativa 

a população de linfócitos reguladores produtores de IL-10 e induz tolerância imunológica 

aos transplantes [199]. Outros estudos feitos em indivíduos controles sadios revelou que 

o G-CSF pode mobilizar DCs imaturas que, por sua vez, puderam induzir células T naive 

alogênicas a produzirem IL-4 e IL-10 [200-202]. A administração de G-CSF regula 

positivamente a expressão de CCR-7 por DCs do sangue periférico e, portanto, modifica 

o padrão migratório dessas células [198].  

Na luz dos resultados obtidos referentes à habilidade do G-CSF de gerar DCs 

tolerogênicas e diferenciar linfócitos T naive em Treg ou Th2, vários outros estudos 

visaram avaliar o potencial terapêutico desse fator hematopoiético em modelos de 

doenças autoimunes. O G-CSF desempenhou papéis contrastantes entre doenças 

autoimunes humorais e celulares.  

No modelo de lúpus eritematoso, desenvolvido em camundongos, um 

tratamento crônico com uma pequena dose de G-CSF (10 µg/kg) acelerou a doença, 

mesmo tendo sido observada uma diminuição da produção de IFN- e TNF-α [203]. Essa 
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piora na doença pode ser resultado da grande habilidade do G-CSF de aumentar a 

produção de IFN-α [201] e de estimular linfócitos B a se diferenciarem em plasmócitos 

[204], culminando na maior produção de autoanticorpos e no subsequente 

desenvolvimento do lúpus [205-207]. Por outro lado, o estágio final da doença de lúpus, 

caracterizado por uma intensa inflamação nos rins, a nefrite, foi prevenida em 

camundongos com uma dose de 200 µg/kg [203].  

Alguns estudos demostraram que a administração exógena de G-CSF exacerbou 

o modelo de artrite induzida por colágeno em murinos [208, 209]. Foi sugerido que o 

efeito deletério do tratamento estava relacionado com a mobilização, migração e 

expansão de células mielóides para a periferia, que podem intensificar a inflamação em 

articulações. Por outro lado, outros autores mostraram um efeito benéfico da 

administração de G-CSF em ratos com artrite [174]. 

Diferentemente dos resultados obtidos em modelos de doenças autoimunes 

humorais, os estudos que trataram com G-CSF modelos de autoimunidades mediadas 

por células apresentaram resultados coerentes entre si. Trabalhos no modelo de EAE e 

diabetes do tipo I autoimune impulsionaram o interesse da comunidade científica em se 

transformar o G-CSF em potenciais novas estratégias terapêuticas. 

No modelo de diabetes tipo I autoimune, desenvolvida em camundongos NOD, 

foi demonstrado que o tratamento com G-CSF resultou na proteção contra a doença e 

a insulite destrutiva [182]. Os bons resultados foram correlacionados ao recrutamento de 
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DCs plasmocitóides (pDCs) e Treg. Essas pDCs apresentaram um fenótipo imaturo, com 

redução da expressão de MHC de classe II e de CD80, mas não modificou os níveis de 

CD86 e CD40. 

Estudos feitos no modelo de EAE revelaram que um curto tratamento de 7 dias, 

com uma dose de 200 µg/Kg, iniciada no primeiro dia em que os animais apresentaram 

os primeiros sinais clínicos, conferiu uma proteção prolongada contra a evolução da 

doença [210]. Os animais apresentaram um processo desmielinizante limitado e uma 

infiltração discreta no SNC de células T encefalitogênicas. Houve uma redução 

significativa da expressão de TNF-α. O efeito protetor foi confirmado em camundongos 

C57BL/6 imunizados com peptídeo MOG [211]. Os mesmos autores mostraram níveis 

elevados da expressão de G-CSF em lesões cerebrais de pacientes na fase aguda de 

esclerose múltipla, o que sugere um papel de proteção endógena desse fator 

hematopoiético [211]. Trabalhos recentes demonstrando a capacidade do G-CSF de agir 

em casos de degeneração neuronal e estimular a neurogênese em casos de isquemia 

aguda encorajaram estudos para se avaliar o G-CSF como um tratamento para derrames 

e doenças autoimunes e degenerativas do SNC [212].  

Ainda não há estudos dos efeitos da aplicação do G-CSF no modelo da EAN. 

Entretanto, de posse de todos os trabalhos citados, que trazem evidências da grande 

capacidade desse fator de modular o sistema imunológico, a ideia de se tratar animais 

com G-CSF emerge como um tratamento promissor para esta doença desmielinizante 
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do SNP. Tendo isso em vista, no presente estudo, nós tentamos entender um pouco dos 

efeitos do G-CSF sobre os mecanismos efetores e imunorreguladores da EAN. 
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Avaliar o efeito da administração do G-CSF nos mecanismos efetores e 

imunorreguladores na Neurite Experimental Autoimune induzida em ratos Lewis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAIS E MÉTODOS 

29 
 

 
 
 
MATERIAS E 
 MÉTODOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAIS E MÉTODOS 

30 
 

ANIMAIS 

Ratos Lewis, de 6 a 8 semanas, fêmeas, obtidos do Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, Maine, USA) e estabelecidos como colônia Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório da Universidade 

Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP), aonde foram abrigados em condições livres 

de patógenos. Durante a fase de experimentação, os animais foram mantidos no biotério 

de manutenção do departamento de Genética, Evolução e Bioagentes, bloco F, do 

Instituto de Biologia da UNICAMP, também em condições livres de patógenos. Os 

animais tiveram acesso ad libitum a água e ração específica para roedores (NUVITAL) 

durante todo o período. Foram confinados a uma temperatura entre 21º e 23ºC e a um 

ciclo de 12 horas com luz e 12 horas no escuro. Os animais tinham idade adequada para 

os experimentos e foram randomicamente distribuídos entre os grupos tratados e 

controles. Todos os procedimentos foram feitos de acordo com as regras e instruções 

propostas pelo Conselho brasileiro de uso de animais e aprovado pelo Comitê de ética 

de experimentação animal da universidade (CEUA/UNICAMP 2035-1).  

  

NEUROANTÍGENOS 

  A EAN foi induzida com o peptídeo da fração P2 da mielina periférica. O peptídeo 

P253-78 (GENEMED SYNTHESIS, CA, USA) apresenta a seguinte sequência de aminoácidos: 

TESPFKNTEISFKLGQEFEFTTADNR.  
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INDUÇÃO DE EAN 

  Cada animal recebeu 150 µg do peptídeo de P2 em 100 μl de PBS, em emulsão 

com igual volume de Adjuvante Completo de Freund enriquecido com 300 μg 

Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco, Detroit, MI, USA), inoculada nas patas traseiras 

por via subcutânea. 

 

TRATAMENTO 

Tratamento com 5 doses consecutivas diárias (100 μg/Kg/dose ou 200 

μg/Kg/dose) de G-CSF (Filgrastim - BERGAMO), em volume final de 100µl, por animal, 

injetadas intraperitonialmente. A primeira aplicação ocorreu no dia 0 após a imunização. 

O grupo controle recebeu igual volume de salina (PBS) estéril. 

 

EVOLUÇÃO CLÍNICA DA EAN 

  Os ratos foram observados diariamente, a partir do nono dia após a imunização, 

para se avaliar os sinais clínicos da EAN. Atribuiu-se “scores” clínicos a cada animal do 

grupo (n=20). Conforme proposto por Stienekemeier e colaboradores, 2001 [213], a 

avaliação da evolução clínica foi graduada da seguinte forma: grau 0 = não doente; grau 

1= fraqueza muscular leve na cauda; grau 2= fraqueza muscular moderada na cauda; 

grau 3= cauda sem tônus; grau 4 = andar descoordenado; grau 5: paraparesia leve; grau 

6: paraparesia moderada; grau 7: Paraparesia grave ou paraplegia; grau 8: tetraparesia 



MATERIAIS E MÉTODOS 

32 
 

grave; grau 9: tetraplegia / moribundo; grau 10: morte. As observações se seguiram por 

30 dias.  

 

PERFUSÃO DO ANIMAL E CORTES HISTOLÓGICOS 

O animal, após a anestesia, foi perfundido com glutaraldeído a 2,5 %, utilizando-

se bomba de perfusão. Os nervos ciáticos de ratos Lewis normais ou imunizados com o 

peptídeo de P2, submetidos ou não ao tratamento com G-CSF, foi individualizado 15 dias 

após a imunização sobre microscopia cirúrgica apropriada, após fixação com 

glutaraldeído (24 horas) seguido de imersão em sacarose a 30 %. Após esse tratamento, 

parte do nervo foi congelada e cortou-se secções de 10 micrometros em micrótomo 

comum, criostato, e corados com Luxol Fast Blue e contra corados com Cresil Violet. As 

imagens foram feitas utilizando-se lentes objetivas com aumento de 8x e 40x. 

 

OBTENÇÃO DAS CÉLULAS DE BAÇO E LINFONODO 

Baços e linfonodos foram removidos assepticamente e suspensões de células 

foram preparadas usando-se uma malha de inox. Após a primeira centrifugação, o botão 

celular foi tratado com tampão de lise para eliminação das hemácias. As células foram 

lavadas 3 vezes em solução balanceada de Hank’s e ressuspendidas em meio RPMI 1640, 

enriquecido com Soro Fetal Bovino (CULTLAB – SP – BRASIL) a 5% e gentamicina (4,25 
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mg/L). Para determinação da viabilidade celular, utilizou-se o método de exclusão com 

Azul de Trypan. 

 

PREPARAÇÃO DE LINHAGENS NEURITOGÊNICAS 

 Animais imunizados com neuroantígeno conforme descrito anteriormente tiveram 

os linfonodos poplíteos e inguinais removidos 10 dias após a imunização. A concentração 

celular foi ajustada para 2x105 por poço em placa de 96 poços e cultivadas com RPMI 1% 

soro de rato 1%, gentamicina e 5 µg/ml de P2 por 2 dias e meio, na presença do 

neuroantígeno. Após esse tempo, 50% do meio foi removido e acrescentou-se meio de 

crescimento: RPMI 10% soro bovino fetal, 400UI/mL de IL-2 (PROLEUKIN) e sobrenadante 

de cultura de esplenócitos estimulados com concanavalina-A (SIGMA – EUA). As células 

foram cultivadas por mais 5 dias e então foi feito o primeiro re-estímulo. No sétimo dia 

após a imunização, foram adicionadas APCs provenientes do timo, previamente 

irradiadas (2.500 rad), e novamente as células foram cultivadas em meio contendo o 

neuroantígeno, recomeçando o processo de estimulação linfocitária. Esse ciclo se repetiu 

até o segundo dia após o terceiro re-estímulo, quando, para a indução passiva da EAN, 

5x106 células foram injetadas por via intravenosa, e os animais foram avaliados 

diariamente. 
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RESPOSTA PROLIFERATIVA DE LINFÓCITOS 

A avaliação da resposta proliferativa de linfócitos a mitógenos específicos foi feita 

com células provenientes de linfonodos. As células foram removidas 10 dias após a 

imunização, lavadas duas vezes com solução balenceada de Hank’s e ressuspendidas em 

meio de cultura (RPMI-1640) com β-Mercaptoetanol, antibióticos e 5% de soro fetal 

bovino inativado por incubação e banho (55ºC). As células dos linfonodos foram 

estimuladas com 5 µg/ml do peptídeo P2. O ensaio utilizado foi marcação com CFSE. A 

aquisição foi feita em citômetro de fluxo Gallios® (BECKMAN COULTER). As análises 

foram feitas usando software ModFit LT™. 

 

CITOMETRIA DE FLUXO  

As células foram incubadas com anticorpos contendo fluorocromos (CD4-FITC, 

CD8-FITC, CD25-PE e Foxp3-APC) por 1h em PBS 1% de SBF. Após a incubação, as células 

foram lavadas 3 vezes com PBS. Quando necessário (marcação com anti-Foxp3) tampão 

de permeabilização (PBS 1% de soro autólogo, 0,01% de Tween-20) foi utilizado 

overnight. A aquisição foi feita em citômetro de fluxo Gallios® (BECKMAN COULTER). As 

análises foram feitas usando software KALUZA®. 
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REAL TIME PCR  

As amostras de baço e linfonodo foram colocadas em TRIzol (INVITROGEN) e 

congeladas para posterior extração do mRNA. As amostras de nervo ciático foram 

colocadas em tampão de lise do kit RNAeasy (QIAGEN) adicionado de 1% de β-

mercaptoetanol, e trituradas com auxílio de um minipolitron. 

 O mRNA extraído de todas as amostras foi convertido a cDNA usando-se o kit 

de conversão High Capacity cDNA (APPLIED BIOSYSTEMS), de acordo com as instruções 

do fabricante. Os cDNAs foram colocados junto a conjuntos de primers e sonda marcada 

com FAM-MGB (IL-10, TGF-β, IL-17A, IL-17F, IL-6, RoRα, RoRγt, Tbx-21, IFNγ, Foxp3, STAT-

1) e master mix (APPLIED BIOSYSTEMS). As análises foram feitas usando Real-time PCR 

system 7500 fast (APPLIED BIOSYSTEMS). Os ciclos e as temperaturas, já determinadas 

pelo fabricante, são os seguintes: 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC, e 45 ciclos de 15 

segundos a 95ºC/1 minuto a 60ºC. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A significância estatística foi determinada usando testes não paramétricos, pois os 

dados não atendiam as exigências para o uso de testes paramétricos (dados contínuos, 

distribuição normal, variância, tamanho da amostra e etc.) e Teste U (Mann-Whitney). O 

valor de p menor que 0.05 foi considerado significativo.  Todas as análises foram 

realizadas no programa Bioestat 5.0. 
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TRATAMENTO COM G-CSF  

A EAN foi ativamente induzida em ratos Lewis, a partir da imunização com o 

peptídeo P2 emulsificado em CFA. O G-CSF foi administrado em duas diferentes doses, 

100 e 200 µg/Kg/dose, durante 5 dias consecutivos (0-4 dias após a imunização (d.a.i)). 

Ambos os tratamentos induziram uma redução significativa dos sinais clínicos da EAN 

em relação ao grupo controle com EAN não tratado (Fig. 1A).  Chegamos a tratar com 

uma dose de 500 µg/Kg/dose (resultados não apresentados) e houve melhora na 

gravidade da EAN. Entretanto, a melhora não foi significativa em relação a verificada 

quando tratamos com 200 µg/Kg/dose, e os animais apresentaram diarreia como efeito 

colateral. Portanto, a dose de 200 µg/Kg/dose foi definida como dose ótima para todos 

os experimentos subsequentes. Os resultados mostram um efeito benéfico do G-CSF na 

evolução da EAN quando se faz um breve tratamento. 

 

SUPRESSÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA  

O desenvolvimento da EAN é caracterizada pela sensibilização e ativação de 

células T neuritogênicas nos órgãos periféricos do sistema imune. Essas células migram 

para os nervos periféricos e liberam mediadores inflamatórios, os quais podem 

contribuir direta ou indiretamente para a destruição da bainha de mielina.  

Nós observamos uma redução significativa da resposta proliferativa de linfócitos T 

de ratos Lewis com EAN tratados com G-CSF em relação à resposta proliferativa 
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apresentada pelas células dos animais controles (Fig. 1B). Ainda, o tratamento com G-

CSF reduziu a infiltração de células mononucleares dentro dos nervos ciáticos (Fig. 1C). 

Esse resultado indica que o tratamento com o G-CSF poderia interferir na ativação das 

células neuritogênicas e/ou na migração dessas células para o nervo periférico. Desta 

forma, seria plausível que o G-CSF agisse na indução de células T reguladoras. Essas 

células podem diminuir a resposta proinflamatória e, assim, reduzir a ativação das 

células autoagressivas [70]. Por isso, verificamos a expressão de citocinas anti-

inflamatórias (IL-10 e TGF-β) e de Foxp3 no nervo ciático e nos linfonodos dos animais 

tratados e dos não tratados com o G-CSF. Nossos resultados demonstraram que a 

expressão de IL-10, TGF-β e Foxp3 não está significativamente alterada entre os grupos 

controle e tratado nos nervos ciáticos (Fig. 1D). No entanto, nós observamos que os 

animais tratados com 200 µg/Kg/dose tiveram uma maior porcentagem de linfócitos T 

CD4+Foxp3+  nos linfonodos (19.5%) comparados com o grupo controle (8.2%) (Fig. 2A-

B). Também constatamos que o tratamento com o G-CSF elevou a expressão de Foxp3 

em células T CD8+Foxp3+ (Fig. 2C-D). Esses resultados indicam que o tratamento com 

G-CSF aumenta direta ou indiretamente a expressão de Foxp3 em linfócitos T (Fig. 2E) e 

estão em concordância com a literatura, uma vez que as células T reguladoras, apesar 

de terem a capacidade de infiltrar no nervo junto com as células autoagressivas, 

provavelmente agem com maior intensidade na periferia [70]. 
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Células T reguladoras suprimem a ativação do sistema imunológico e, dessa 

forma, previnem inflamação excessiva e/ou de caráter autoimune [73, 89, 214]. O 

aumento na proporção de linfócitos T reguladores parece ser responsável, pelo menos 

em partes, pela supressão da resposta inflamatória observada nos animais tratados. 

Entretanto, o tratamento com 100 µg/Kg/dose também provocou uma redução na 

gravidade da EAN (Fig. 1A), mas não induziu aumento no significativo do percentual de 

células T reguladoras (dados não apresentados). Portanto, provavelmente, há outros 

fatores ainda não explorados envolvidos na melhora clínica observada. 

 

PERFIL DE EXPRESSÃO DE CITOCINAS 

A resposta autoagressiva na EAN é caracterizada pela expressão e liberação de 

citocinas de células Th1 e/ou Th17. Portanto, nós avaliamos a expressão de citocinas de 

células e fatores de transcrição de Th1 e Th17 em linfonodos 10 dias após a imunização, 

período o qual é anterior à migração das células neuritogênicas da periferia para o 

tecido alvo. Nós observamos uma regulação negativa consistente na expressão de 

fatores de transcrição de células Th1 (T-bet) e de Th17 (RoRα e RoRt) no grupo tratado 

com G-CSF (Fig. 3). Não foi verificada diferença significativa na expressão de STAT-1 

entre os grupos tratado com G-CSF e o controle. Corroborando com as mudanças no 

perfil de expressão de fatores de transcrição, a expressão de citocinas proinflamatórias 

(IFN, IL-17A, IL-17F e IL-6) foi reduzida no grupo tratado com G-CSF em relação ao 
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grupo controle. Ainda, o tratamento com G-CSF também levou a um aumento da 

aumento concomitante da expressão de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-

β, as quais são as principais citocinas produzidas por linfócitos T reguladores. Nós 

também detectamos um aumento na expressão de BDNF no grupo tratado com G-CSF 

comparado com o grupo controle.  

Estudos recentes tem demonstrado que o receptor para G-CSF é expresso por 

neurônios no sistema nervoso central (SNC), e efeitos neuroprotetores do G-CSF tem 

sido observados [212]. Corroborando com essas observações, nós demonstramos que o 

tratamento in vivo com G-CSF aumenta a expressão de BDNF, o qual é um fator 

neurotrófico envolvido com a neuroproteção. Esse fator de crescimento é também 

secretado por linfócitos e outras células do sistema imunológico [215], provavelmente já 

fazendo parte do sistema de reparação dos danos causados pela inflamação. Desta 

forma, o G-CSF teria um papel não apenas na supressão da resposta autorreativa na 

EAN, mas também sobre os aspectos neurodegenerativos da doença.   

 

AÇÃO DIRETA DO G-CSF SOBRE CÉLULAS NEURITOGÊNICAS E/OU DCS 

MADURAS 

 

Acredita-se que o G-CSF afete a resposta inflamatória por recrutar células 

dendríticas imaturas, as quais possuem um perfil tolerogênico e podem induzir caráter 

regulador nos linfócitos T naive [216].  
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Para investigar o efeito do G-CSF sobre células T já ativadas, as quais podem 

expressar receptores para G-CSF (G-CSFR) [217], e/ou sobre células apresentadoras de 

antígenos maduras, nós geramos clones neuritogênicos de células T de animais 

previamente imunizados, específicos para o peptídeo P253-78. As células T 

neuritogênicas foram estimuladas com APCs provindas do timo previamente irradiadas 

e com o peptídeo P253-78, e foram cultivadas com e sem G-CSF. Nós observamos uma 

redução significativa na resposta proliferativa de células T neuritogênicas na presença 

de G-CSF, comparada com a resposta proliferativa de linfócitos T neuritogênicos 

cultivados na ausência de G-CSF (Fig. 4A). A fim de se verificar se a incubação com o G-

CSF interfere também na ativação das células neuritogênicas, além da sua ação sobre a 

linfoproliferação, nós avaliamos a expressão de fatores de transcrição envolvidos na 

resposta proinflamatória Th1 e/ou Th17. Verificamos que o G-CSF reduziu 

significativamente a expressão de fatores de transcrição proinflamatórios T-bet e RoR-α, 

não apresentando diferença significativa na expressão de RORt, in vitro (Fig. 4B). Esses 

resultados sugerem que o G-CSF também pode agir nas APCs maduras e/ou em 

linfócitos T ativados. 

A fim de confirmar a menor ativação das células neuritogênicas, nós 

transferimos quantidades iguais dessas células intravenosamente para ratos Lewis 

fêmeas normais. A transferência adotiva das células T autorreativas normalmente induz 

EAN em ratos Lewis naive. Nós observamos uma gravidade significativamente reduzida 
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nos animais que receberam linfócitos T neuritogênicos cultivados com G-CSF em 

relação aos animais que receberam as células controles, cultivadas sem G-CSF (Fig. 4C). 

A menor gravidade da doença, juntamente com os dados de proliferação e expressão 

de fatores de transcrição, indicam que o G-CSF apresenta um papel direto ou indireto 

sobre a ativação dos linfócitos T neuritogênicos. 
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Os nossos resultados mostraram que o G-CSF é capaz de: 

1. Reduzir a gravidade da EAN, com uma concomitante redução da quantidade de 

células mononucleares infiltradas na região endoneural dos nervos ciáticos dos 

animais tratados. 

2.  Reduzir a capacidade proliferativa das células T na presença do G-CSF in vitro.  

3. Aumentar significativamente o percentual de células T reguladoras, tanto de T 

CD4+ quanto de T CD8+ nos linfonodos, combinado com uma redução da 

expressão de fatores de transcrição e citocinas proinflamatórios, e um aumento 

significativo na expressão de citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β) e de 

Foxp3.  

4. Aumentar a expressão do fator neurotrófico BDNF.  

5. Agir sobre linfócitos ativados e/ou células dendríticas já maduras, resultando na 

diminuição da proliferação in vitro e na diminuição da gravidade da doença.  

6. Diminuir a expressão de mRNA para fatores de transcrição proinflamatórios (T-

bet, RoRα) in vitro, nas células T neuritogênicas cultivadas com G-CSF.  

7. Portanto, nossos dados sugerem que o G-CSF atua estimulando 

simultaneamente citocinas anti-inflamatórias e fator neuroprotetor BDNF no 

modelo da neurite experimental autoimune.  
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FIGURA 1  

(A) Evolução clínica da EAN em ratos Lewis, os quais receberam intraperitonialmente 

doses de 200 µg/kg/dia (círculo preto) e 100 µg/kg/dia (quadrados brancos) de 

G-CSF por 5 dias consecutivos, começando no dia 0 após a imunização. O Grupo 

controle (círculos pretos) recebeu o mesmo volume de salina estéril pelo mesmo 

período. 

(B) Resposta proliferativa de linfócitos T, marcados com CFSE, dos linfonodos de ratos 

Lewis com EAN tratados com salina ou com 200 µg/kg/dia de G-CSF e 

estimulados com o peptídeo P253-78 (5 µ/ml). 

(C) Cortes histológicos transversais de nervo ciático, retirados 15 dias após a 

imunização de ratos Lewis naive, e dos grupos tratados com a salina e com G-

CSF. Os cortes foram corados com Luxol Fast Blue e contracorados com Cresyl 

Violet (setas indicam focos inflamatórios). A imagens foram feitas utilizando-se 

uma lente objetiva com aumento de 8x (coluna da esquerda) e 40x (coluna da 

direita). 

(D) Expressão gênica de Foxp3 e citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β) em 

células do nervo ciático, retirados 12 dias após a imunização, de ratos Lewis 

tratados com salina (barras pretas) e com 200 µg/kg/dia de G-CSF (barras 

brancas). 
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* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test) 

Figura 2 

      (A – B)  Quantificação de linfócitos T CD4+Foxp3+ de linfonodos, feita por citometria 

de fluxo (A são gráficos representativos do tipo dot plot, B é a média de 5 experimentos 

independentes). 

      (C – D)  Quantificação de linfócitos T CD8+Foxp3+ de linfonodos, feita por citometria 

de fluxo (C são gráficos representativos do tipo dot plot, D é a média de 5 experimentos 

independentes). 

(E) Expressão de mRNA para Foxp3 nos linfonodos, retirados 10 dias após a 

imunização, de ratos tratados com salina (barras pretas) e com 200 µg/kg/dia de 

G-CSF (barras brancas). 

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test) 

Figura 3 

 Expressão de fatores de transcrição e de citocinas proinflamatórias (T-bet, ROR, 

RORt, STAT-1 e IFN, IL-17A, IL-17F e IL-6, respectivamente), de citocinas anti-

inflamatórias (IL-10 e TGF-β) e de BDNF nos linfonodos, retirados 10 dias após a 

imunização, de ratos Lewis tratados com salina (barras pretas) ou com 200 µg/kg/dia de 

G-CSF (barras brancas). 

 

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test) 
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Figura 4 

      (A, C)  Resposta proliferativa de linfócitos T neuritogênicos. As células (na quantidade 

inicial de 4×106) foram cultivadas apenas em meio de cultura (barras pretas) ou com meio 

suplementado com 10 ng/mL de G-CSF (barras brancas) e estimuladas com antígeno 

específico. Após 3 dias de cultura, as células foram marcadas com Azul de Trypan e 

contadas em uma contadora de células automática TC10 (BioRad, USA) (A). Após 3 dias 

de cultura, as células (5×106) foram adotivamente transferidas por via intravenosa a ratos 

Lewis naive. A evolução clínica foi feita diariamente (C).  

       (B)  Expressão gênica in vitro de fatores de transcrição proinflamatórios (T-bet, RoRα 

e RoRt) em células neuritogênicas cultivadas com timócitos irradiados, cultivados apenas 

com meio de cultura (barras pretas) ou com meio suplementado com 10 ng/mL de G-

CSF (barras brancas). 

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 (Mann-Whitney test) 
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Despite the evolution of treatments in the past decade, acute

inflammatory autoimmune diseases of the peripheral nervous sys-

tem are still a concern due to their considerable morbidity and

mortality [1]. Guillain-Barr�e syndrome (GBS) is an acute inflam-

matory disorder. The study of experimental autoimmune neuritis

(EAN), the experimental model of GBS, has provided most of the

knowledge regarding GBS disease mechanisms. Inflammatory

lesions are primarily located in the sciatic nerves and the cauda

equina of EAN-affected Lewis rats [2]. Lesions are characterized

by an accumulation of inflammatory cells, primarily T cells, and

macrophages. The inflammatory response during EAN is charac-

terized mainly by the migration of neuritogenic cells into the

peripheral nerves and by the production and secretion of proin-

flammatory cytokines, such as IFNc, TNFa, IL-6, and IL-17 [3].

During the last years, hematopoietic factors, such as erythropoie-

tin, granulocyte–macrophage colony-stimulating factor and gran-

ulocyte–colony-stimulating factor (G-CSF), have been successfully

used to modify experimental autoimmune diseases [4,5]. More-

over, G-CSF has an important and strong tolerogenic function. This

cytokine recruits immature dendritic cells (DCs), which induce tol-

erance through the enhancement of regulatory T cells [5].

In this study, we investigated the effects of short-term G-CSF

treatment on the evolution of EAN. EAN was induced using the

neuritogenic peptide P253-78 as previously described [6]. The clini-

cal signs of EAN were significantly reduced by the in vivo adminis-

tration of G-CSF in a short-term treatment regimen (Figure 1A).

The development of EAN is characterized by the sensitization and

activation of neuritogenic T cells in the peripheral immune

organs. These cells migrate into peripheral nerves and release

inflammatory mediators, which may contribute directly or indi-

rectly to the destruction of the myelin sheath. We observed a sig-

nificant reduction in the specific proliferative response of T cells

from Lewis rats with EAN treated with G-CSF compared with the

cells from the control animals (Figure 1B). Moreover, G-CSF

treatment reduced the mononuclear cell infiltration into the sci-

atic nerve (Figure 1C).

The EAN autoaggressive response is characterized by the

expression and release of Th1 and/or Th17 cytokines. Therefore,

we evaluated the expression, by real-time PCR (Figure S1), of Th1

and Th17 cytokines and transcription factors, in the lymph nodes

10 days after immunization, prior to the migration of the neurito-

genic cells from the periphery to the target tissue. We observed a

consistent downregulation in the expression of the Th1 (T-bet)

and Th17 (RORa and RORct) transcription factors in the G-CSF-

treated group compared with control group (Figure 1D). Corrobo-

rating the changes in the transcription factors expression profile,

the expression of proinflammatory cytokines (IFNc, IL-17A, IL-

17E, and IL-6) was reduced in the G-CSF-treated group compared

with the control group. G-CSF treatment also led to an increase in

the expression of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 and
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(A)

(B)

(D)

(C)

Figure 1 Clinical evolution of EAN in Lewis rats, which were intraperitoneally administered G-CSF at doses of 200 lg/kg/day (black circle) and 100 lg/kg/

day (white Square) for 5 consecutive days, starting on day 0. The control group (black squares) received the same volume of sterile PBS for the same

period (A). Proliferative response of T lymphocytes (CD3+CD4+), stained with CFSE (after 96Hs of culture), from the lymph nodes of Lewis rats with EAN

treated with saline or G-CSF at a dose of 200 lg/kg/day and stimulated with the P253-78 peptide, 5 l/mL (The result is representative of 3 independent

experiments; Fig. S1) (B). Histological sections of the sciatic nerve of a na€ıve rat and rats from the saline and G-CSF-treated groups (15 days after

immunization) stained with Luxol Fast Blue and cresyl violet (arrows indicate inflammatory foci). Transverse sections imaged using an 89 (left column) or

409 objective (right column) (C). Expression of transcription factors (T-bet, RORa, RORct and STAT-1), pro-inflammatory (IFNc, IL-17A, IL-17F and IL-6), and

anti-inflammatory (IL-10 and TGFb) cytokines and BDNF in the lymph node cells of rats treated with saline (black bars) or G-CSF (white bars) (D). *P < 0.05;

**P < 0.01 (Mann–Whitney U-test).
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TGFb1, which are the main cytokines produced by regulatory T

cells [7].

Regulatory T cells suppress the activation of the immune system

and thereby prevent excessive inflammation and/or autoimmunity

[7]. Indeed, flow cytometer analysis showed that G-CSF-treated

animals had a higher percentage of CD4+Foxp3+ cells in the lymph

nodes compared with the control group (Figure 2A,B). Moreover,

treatment with G-CSF also increased the expression of Foxp3 by

CD8+ T cells (Figure 2C-D). These results indicate that G-CSF

treatment enhances, directly or indirectly, through tolerogenic

(A) (B)

(C) (D)

(F)

(H)

(G)

(E)

Figure 2 Flow cytometric quantification of CD4+Foxp3+ T lymphocytes from the lymph nodes (A, representative dot plot; B, mean of 5 independent

experiments). Quantification of CD8+Foxp3+ T lymphocytes from the lymph nodes (C, representative dot plot; D, mean of 5 independent experiments).

Expression of Foxp3 mRNA in the lymph nodes of rats treated with saline (black bar) or G-CSF (white bar) (E). Proliferative response of neuritogenic T

lymphocytes. Cells (4 9 106, initial input) were cultured in medium only (black bar) or medium supplemented with 10 ng/mL of G-CSF (white bar) and

pulsed with the specific antigen. After 60 h of culture, the cells were stained with trypan blue and counted in a TC10 automated cell counter (BioRad, USA)

(F). Real-time PCR analysis of transcription factors (T-bet, RORa and RORct) after 60 h of culture with (black bars) or without (white bars) G-CSF (G). After

60 h of culture, the cells (5 9 106) cultured or not in the presence of G-CSF were adoptively transferred through the intravenous route into a na€ıve Lewis

rat. The clinical scores were then evaluated daily (H). *P < 0.05; **P < 0.01 (Mann–Whitney test)
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DCs, the expression of Foxp3 in T lymphocytes (Figure 2E). The

increase in the proportion of regulatory T cells seems to be respon-

sible, at least in part, for the suppression of the inflammatory

response observed in the treated animals. In fact, other authors

and we have shown that the enhancement of regulatory T cells

ameliorates autoimmune diseases [7,8].

Interestingly, we also detected an augmentation in the expres-

sion of BDNF, a neuroprotective factor, in the lymph nodes of G-

CSF-treated group compared with the control group. Indeed,

inflammatory cells also secrete this growth factor [9]. Thus, our

data suggest that G-CSF acts simultaneously as an anti-inflamma-

tory and a neuroprotective cytokine in the EANmodel.

G-CSF is thought to affect the inflammatory response by

recruiting immature DCs, which have a tolerogenic profile and

enhance the regulatory status of na€ıve T lymphocytes [5]. To

investigate the effect of G-CSF on activated T cells, which may

express G-CSFR [9], and/or on mature APCs, we generated neuri-

togenic P253-78-specific T-cell clones from the immunized animals

(Figure S1). We observed a reduction in the proliferative response

of neuritogenic T cells cultured in the presence of G-CSF com-

pared with neuritogenic T cells cultured in the absence of G-CSF

(Figure 2F). Given the reduction in the proliferative response ver-

ified, we evaluated the expression of Th1 and Th17 transcription

factors by these cells. The neuritogenic cells cultured in the pres-

ence of G-CSF presented a significant decrease in the expression

of T-bet, RORa, and RORct. Interestingly, the expression of Foxp3

was not detected in the neuritogenic T cells, cultured with or

without G-CSF, in vitro. These data suggest that, in addition to the

effect on the proliferative response, G-CSF also acts on the activa-

tion status of neuritogenic T cells. In order to confirm these

results, we have adoptively transferred an equal number

(5 9 106) of neuritogenic T cells cultured or not in the presence of

G-CSF. The adoptive transfer of these autoreactive T cells nor-

mally induces EAN in na€ıve Lewis rats. We observed a reduction

of the disease severity in the animals that received G-CSF-cultured

T cells compared with the animals that received the control T cells

(Figure 2H). These results indicate that G-CSF may act either on

the mature APCs and/or on activated T lymphocytes.

Our results clearly demonstrate that short-term treatment with

G-CSF significantly reduces the clinical manifestation of EAN,

with concomitant reduction in the activation of neuritogenic T

cells both in vitro and in vivo. The reduction in the function of

autoreactive T cells may be explained by the increase in the pro-

portion of Foxp3+ T cells and anti-inflammatory cytokines in the

draining lymph nodes of treated animals and by the direct effect of

the G-CSF on the neuritogenic T-cell activation.
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The following supplementary material is available for this article:

Figure S1. Flow cytometry analysis of CFSE dilution from

CD3+CD4+ T lymphocytes (mean of 3 independent experiments)

from the lymph nodes of control and G-CSF-treated group. Seven

generations were detected in the control group and five in the G-

CSF-treated group. *P < 0.05; **P < 0.01 ***P < 0.001 (Mann–

Whitney U-test).
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