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I- INTRODUCAO

& Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) é uma doenga auto-

imune que apresenta muitos aspectos clinicos e histologicos em comum com a
Esclerose Multipla humana, e por isso vem sendo utilizada como modelo experimental
para o estudo da mesma (ALVORD et al., 1984). |

Existem diversas maneiras de se induzir a EAE, sendo as mais comuns a
inoculagd@o de antigenos presentes no Sistema Nervoso Central, tais como a mielina e
seus componentes, ¢ a inoculagdo de clones auto-reativos a esses antigenos
(HOLOSHITZ et al, 1983). Os neuro-antigenos componentes da mielina mais
utilizados para a indugiio de EAE sfo a proteina basica de mielina (MBP) ¢ a proteo-
lipoproteina (PLP).

Estudos mostram que nem todas as regides das moléculas de MBP e PLP
sdo capazes de induzir a EAE. Criou-se, entfo, a distingdo entre epitopos
encefalitogénicos e epitopos ndo-encefalitogénicos. Por exemplo, para o rato Lewis o
fragmento 71-90 da molécula de MBP ¢ um epitopo encefalitogénico, enquanto o
fragmento 21-40 ¢é ndo-encefalitogénico (MILLER et al, 1993). Os epitopos
encefalitogénicos variam de espécie para espécie. Assim, uma terceira maneira de se
induzir a EAE é através da inoculacgio de epitopos encefalitogénicos.

A EAE ¢ mediada por células T e consiste na destruicdo de componentes do
Sistema Nervoso Central, devido a uma reagdo inflamatoria produzida por T CD4+ e
macrofagos que reagem especificamente contra a mielina, sendo esta agdo decorrente
da reversio da tolerincia aos neuro-antigenos.

Sabe-se que as células T CD4+ secretam certos tipos de citocinas durante a
resposta imune, as quais exercem fungdes efetoras e regulatérias que influenciam a
natureza ¢ o tipo de resposta no local da inflamagdo. SubpopulagSes de célalas T-
helper, identificadas no camundongo, no rato e também no homem, sdo definidas de

acordo com o padrdo de citocinas que produzem. A subpopulagdo Thl esta relacionada



a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias - IL-2 e IFN-y — as quais mediam reagdes de
hipersensibilidade tardia (DTH) e induzem a sintese de imunoglobulinas da subclasse
IgG2a. A sub-populacdo Th2 secreta preferencialmente citocinas anti-inflamatorias,
tais como IL-4, 1IL-5, IL-10 e IL-13 e estio associadas com aumento de
imunoglobulinas dos tipos IgG1 e IgE, e da eosinofilia (DRUET et al., 1996)

As células ThO produzem um padrio misto de citocinas e sdo
provavelmente as precursoras das outras subpopulagdes. Diferenciam-se em Thi ou
Th2 dependendo da natureza do antigeno, dose, tipo de células apresentadoras de
antigeno (APCs), a presencga de moléculas co-estimuladoras e, o mais importante, as
citocinas presentes no micro-ambiente celular. IL-12 e IFN y induzem a diferenciacio
em Thl, enquanto que a IL-4 € essencial para a diferenciagdo em Th2. (KAPLAN et
al., 1996; SHIMODA et al., 1996)

As sub-populagdes Thl e Th2 regulam-se mutuamente; o balango entre
elas determina a natureza da resposta imune nas infecgdes, ¢ fortes evidéncias mostram
que desempenham um papel crucial em termos da suscetibilidade ou resisténcia ao
desenvolvimento das doengas auto-imunes. (DRUET et al., 1996)

Recentemente se mostrou que a EAE pode ser transferida passivamente por
clones auto-reativos do tipo Thl, mas ndo do tipo ThZ. (NICHOLSON & KUCHROO,
1996). Mostrou-se também que a inducdio da EAE esta relacionada com um perfil de
citocinas do tipo Thl, as citocinas pré-inflamatorias - IL2, ITFNy e TNFa. Estas
citocinas, entre outras do tipo Thl, foram detectadas no SNC durante a fase aguda da
doenga. O tratamento in vive com anticorpos monoclonais anti-TNFo e anti-IL12,
quando administrados na fase aguda da EAE, reduzem a sua severidade. Também na
Esclerose Miltipla, experimentos com individuos portadores da doenga sugerem que a
mesma possivelmente ¢ mediada por células Thl. Sabe-se que o tratamento com [FNy
causa sério agravamento da doenca.

As células Th1 tém sido relacionadas com a patogenia de varias outras

doengas auto-imunes em modelo experimental, tais como a Uveite Experimental



Autoimune (EAU), a Diabetes Autoimune e a Artrite induzida por Colageno do tipo I
(CIA) e também em humanos (DRUET et al., 1996).

Em relacio aos estimulos necessarios para que células Thl sejam geradas,
sabe-se que a ativagdo da célula T precursora e sua posterior proliferacio e
diferenciagfio ocorrem mediante dois sinais: o acoplamento do receptor da célula T
(TCR) ao antigeno especifico apresentado pelas moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) ¢ um segundo sinal co-estimulatério que ¢ antigeno
inespecifico.

A presenga de clones de células Thl auto-reativos a neuroantigenos ndo ¢
suficiente para gerar a doenga auto-imune. Uma vez diferenciados em células Thi, os
clones auto-reativos continuam na dependéncia dos mesmos fatores acima
apresentados para produzirem ou ndo a EAE, dentre eles as citocinas presentes no
parénquima dos tecidos do hospedeiro, e também a presenga de adressinas adequadas
na sua superficie celular, as guais capacitam a célula a migrar até os sitios
mflamatorios dentro do SNC.

KHOURY et al., (1992) evidenciaram a redugfio da expressdo de moléculas
ICAM entre as células do endotélio perivascular de animais oralmente tolerizados com
MBP, correlacionada com a regulagdo negativa da secregdo de citocinas pro-
mflamatorias no SNC. Esses achados reforgam a hipétese de que as células T auto-
reativas sdo parte do repertério normal e s3o tolerantes aos antigenos periféricos gragas
a fatores tais como a presenga de citocinas imuno-supressoras, a auséncia da expressdo
de moléculas co-estimulatérias entre as células do parénquima e a auséncia de
adressinas na superficie dos endotélios . Portanto, a analise das moléculas co-
estimulatorias, e também das citocinas secretadas pelas células apresentadoras de
antigeno (num primeiro momento) e pelas células T (num segundo momento), €
fundamental para definir a natureza da resposta imune na Esclerose Multipla e na
EAE.



Uma vez que as doengas auto-imunes sdo o resultado, em vias gerais, da
reversdo de tolerdncia a auto-antigenos, torna-se necessario compreender a tolerdncia
para se compreender as doengas e também para se chegar a terapéutica das mesmas.

A tolerdncia imunoldgica pode ocorrer através de mecanismos centrais e/ou
periféricos. A deleclio de clones auto-reativos que ocorre no timo quando da maturagio
das células T € um mecanismo central de grande importincia. Porém, no caso dos
neuro-antigenos, sabe-se que este mecanismo ndo garante totalmente a tolerdncia, uma
vez que existem clones auto-reativos aos neuro-antigenos circulando normalmente na
maioria dos individuos sdos. Entdo, mecanismos que atuam perifericamente, estariam
colaborando para garantir a tolerancia. (VACCHIO & ASHWELL, 1994).

Dentre os mecanismos periféricos ja conhecidos, como anergia, supressio
ativa e apoptose, sabe-se que a ativagdo preferencial de um ou de outro mecanismo
ocorre na dependéncia de fatores tais como o dosagem do antigeno ¢ a forma como ele
¢ apresentado. CHEN et al. (1996) mostraram que altas doses do antigeno ativam
preferencialmente a anergia ¢ a apoptose, enquanto que FRIEDMAN et al., (1994)
mostraram que baixas doses do antigeno favorecem a supressdo ativa.

A supressdo da EAE obtida através da administraclio oral de MBP e PLP foi
micialmente mostrada por HIGGINS & WEINER, (1988). Desde entdo, muito esforgo
tem sido feito para compreender melhor os mecanismos envolvidos na supressdo da
EAE. CHEN et al., (1994) mostraram que administragfio oral de MBP e PLP suprime a
EAE através da mdugdo de tolerdncia periférica. Anteriormente havia sido mostrado
que a supressdo € mediada por linfocitos T CD8+, os quais transferem adotivamente a
protegdo contra a EAE e suprimem também a resposta auto-imune in vitro (HIGGINS
& WEINER, 1988; LIDER el al., 1989).

Nesse modelo ou na inducdo de tolerancia oral, esta bem estabelecido que
a supressdo ativa é o principal mecanismo modulador (LIDER et al, 1989)

O estudo das citocinas secretadas durante a supressio da EAE revelon um

quadro interessante e, via de regra, bastante coerente com o que se conhece sobre a



regulagio da resposta imune. CHEN et al., (1994) mostraram que a maioria dos clones
derivados de Imnfocitos estimulados na mucosa apds administragdo oral da MBP,
secretava predominantemente altos niveis de IL-4 e IL-10 e niveis variaveis de TGF-f.
Sabia-se que a transferéncia adotiva de células Th2 ¢ incapaz de induzir a EAE; no
entanto, evidéncias diretas de que células T CD4+ Th 2 podem reduzir a severidade da
EAE foram apresentadas recentemente. Clones de células Th2 especificos para PLP
foram gerados e se mostraram efetivos na inibigdo da EAE; tanto os clones produtores
de TGF-B quanto os de IL-4 e IL-10 eram capazes de proteger da EAE animais
imunizados ativamente, quando tranferidos juntamente com a imunizagio ou no
aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenga.(CHEN et al., 1994). Portanto, a
supressdo da EAE parece estar relacionada a um perfil de citocinas do tipo Th2.

Da mesma forma que a supressdo da EAE obtida pela administragio oral do
antigeno, a supressdo observada durante a fase remissiva da doenga vem fornecendo
dados importantes para elucidar os mecanismos envolvidos. Diversos trabalhos
mostram que a fase remissiva da doenca ¢ controlada por céhulas do tipo Th2;
constatou-se que ocorre predominancia de IL-4, 1L-10 e TGFB no SNC, enquanto que
a presenga de mRNA para IFNy ndo foi detectada. (KENNEDY et al.,, 1992).

Teoricamente, a remissdo pode ser antigeno-especifica, antigeno-
mnespecifica, ou ambas (WINDHAJEN et al., 1995). A presenga de citocinas do tipo
Th2 no SNC de animais durante a fase de remissfo da EAE tem reforgado a hipotese
de que a mesma esta relacionada a agdo de células Th2 antigeno-especificas, as quais
secretariam as citocinas anti-inflamatorias. Estas citocinas teriam um efeito inibidor
antigeno-inespecifico, provocando também a diferenciacdo de células antigeno-
especificas em clones do tipo Th2.

Camundongos "knockout" para citocinas anti-inflamatorias, tais como
TGFB ou 1L-10, desenvolvem doengas auto-imunes, o que, de acordo com DRUET et
al.,(1996) sugere que o blogueio da producdo de citocinas com atividade regulatoria

provoca a expressdo de células auto-reativas que estariam normalmente controladas.



Est4 claro que, no modelo de EAE, o perfil de citocinas presentes no
ambiente determina o tipo de resposta obtida. A indugdo da EAE pressupde um
determinado ambiente do tipo Thl, com citocinas pro-inflamatorias estimulando e
amplificando a resposta auto-imune, enguanto que a sua supressdo envolve um
ambiente tipo Th2, com citocinas anti-inflamatérias freando a resposta auto-imune.

O envolvimento de uma citocina em particular - no caso o TGFB ~ também
esta bem estabelecido. Sabe-se que a administragio de TGFP exégeno é capaz de
suprimir a EAE e outras doengas auto-imunes (KHOURY et al., 1992). MILLER et al.
(1992) mostram que a administracdo de anti-TGFJ in vivo exacerba a EAE e também
reverte a tolerdncia obtida pela administragdo oral do antigeno, evidenciando a
supressdo da resposta imune in vitro e in vivo através da secrecdo de TGFp. KHOURY
et al., (1992) observam o aumento da expressio de TGFB no cérebro de animais
oralmente tolerizados com MBP e também de animais com EAE na fase remissiva.
SANTOS et al (1994) mostraram que, as células secretoras de TGFB sdo geradas ainda
ao nivel da mucosa do trato intestinal e ja estdo presentes nas Placas de Peyer 24 horas
apos a administragdo oral de MBP; esta secregdo de TGFB mostrou ser dose-
dependente, diminuindo conforme o aumento da dose de MBP administrada. Estes
trabathos mostram que, tanto a supressdo da EAE provocada pela administragio oral
de MBP quanto os mecanismos naturais de recuperagio da doenga (observados na sua
fase remissiva), utilizam uma via imunomodulatéria comum que é dependente de
TGFB.

MILLER et al. (1992) mostraram que, na indugfio de tolerdncia oral, o
toler6geno estimula os linfocitos de maneira especifica, mas a supressdo ¢ mediada
pela liberagdo de citocinas imuno-supressoras antigeno-inespecificas, no caso o TGF-
B; estas observagdes levaram-no a propor um mecanismo denominado bystander

suppression. Esses achados além de reforgarem a idéia de “ambiente” e a importincia



do mesmo na determinacdo do tipo de resposta que ¢ ativada, apontam mais uma vez o
TGFpB como citocina chave na supressio da EAE.

KHOURY et al., (1992) evidenciam a secreciio de uma citocina imuno-
supressora ndo produzida por linfécitos Th2- a prostagalndina E, (PGE,)- associada
ao TGFP em animais que receberam oralmente MBP juntamente com LPS. Estes
achados sugerem que nfio somente as células Th2 estariam envolvidas diretamente na
manutengdo do ambiente tipo Th2, mas que outras populagdes celulares estariam
possivelmente envolvidas

Resumindo, temos que as citocinas tipo Thl estdo associadas com a
patogenia das doengas auto-imunes. Em contrapartida, as citocinas tipo Th2 vém sendo
associadas com a prevencdo de auto-imunidade (através da indugdo do padrio de
resposta tipo Th2), com a fase remissiva das doengas auto-imumes e também com a
indugdo ¢ manutengdo da tolerancia oral. Esses estudos mostrando que as citocinas do
tipo Th1 ou Th2 definem o rumo da resposta imune nfo elucidam, no entanto, a fonte
das citocinas detectadas, ou seja, quais sdo as populagdes celulares responsaveis pela
secrecdo dessas citocinas.

Em relagdo a tolerdncia oral, pergunta-se que populagdo celular, além das
populagdes de linfocitos TCR-aff j& descritos, seria responsavel por tal atividade
imuno-supressora?

As células TCR-yd vém sendo alvo de extensas investigagdes e as
conclusdes a respeito de sua funco parecem ainda bastante controversas. Menos
abundantes nos tecidos linféides em geral, as células T-yd sdo particularmente
abundantes nas mucosas, compondo o chamado "sistema imune das mucosas”.

Em relagdo a ontogenia das células T-y3, sabe-se que nem todas as suas
sub-populagdes maturam dentro do timo, sendo que as células T-yd timo-
independentes sdo Thyl- ¢ CD8oa  homodimeros. As sub-populagdes timo-

dependentes completam sua maturagiio dentro do timo e deixam o 6rgdo em ondas



subseqiientes. Quando comparado com a linhagem germinativa das células T-af, o
repertorio da linhagem germinativa y e 8 é muito limitado, consitindo de um pequeno
numero de segmentos V. Este fato, aliado a baixa diversidade dos pareamentos que as
cadeias v e O fazem entre si para formar os dimeros y5 , resulta na formagio de um
repertorio bastante limitado de células T yd formando as chamadas “sequéncias
candnicas”, cada uma cotrespondendo a uma sub-linhagem (ALLISON, 1993; HAAS
et al., 1993).

Sabe-se que cada sub-linhagem migra preferencialmente para determinado
tecido, em fun¢fio do que se acredita que cada sub-linhagem deva apresentar distintas
proteinas de adesdo, as quais seriam responsaveis pelas diferencas observadas nos
padrdes de migragdo (HAAS et al., 1993). As células T yd que migram para a
epiderme, a vagina, o Utero e a lingua parecem requere 0 timo na sua ontogenia.
Enquanto isso, ha evidéncias mostrando que as células T y8 dos orgdos linféides e do
intestino podem maturar extratimicamente, sugerindo um local de origem fora do timo
para estas células.

A despeito do grande niimero de publica¢des enfocando as células T v3, a
sua fun¢do ndo estd bem entendida. Os primeiros estudos mostraram que as células T
v estdo frequentemente associadas in vive com varias lesdes infecciosas, e in vitro
com a resposta a antigenos bacterianos, incluindo a HSP 60. Em fungdo disto passou a
ser aceito genericamente que as células T vd participem da primeira linha de defesa
contra patogenos infecciosos. No entanto, mais € mais autores vém atribuindo outras
fungdes a estas células, dentre as quais tem se destacado a de regulagio da resposta
imune.

A interacdo das células TCRyS com outras células do sistema imune e a sua
mmportincia para a modulagdo da resposta vem sendo constatada por diversos autores.
PTAK & ASKENASE, (1992), mostram que as células T o precisam da colaboragdo
das células T y8 para transferir hipersensibilidade de contato. KAUFMANN et al.



{1993) mostram uwm aumento na ativagio das célutas TCR aff apéds o tratamento in
vivo com um anticorpo monoclonal anti-TCR 8, o GL3, sugerindo um importante
ag¢do moduladora dos linfocitos T y3 sobre os linfocitos T af. HACKER et al., 1995,
destacam a agdo dos linfécitos T v8 sobre células B no sentido de inibir a produgio de
IgG. FU et al. (1994) mostram que as células T ¥ atuam na imunomodulagio da
mflamacdo, no sentido de prevenir dano excessivo ao figado durante a resposta imune
a Listeria monocitogenes.

Tem sido também proposto que as células T y8 participam ativamente dos
processos autoimunes. YUUKI et al. (1990) mostram gue as células T yd revertem a
anergia de clones de células T of3 auto-reativos em animais atimicos de idade
avangada. O envolvimento das células T y8 diretamente na patogenia de doengas
autoimunes tem sido sugerido, principalmente naquelas que possuem um componente
inflamatorio crénico, como ¢ o caso da Artrite Reumatéide e da Esclerose Multipla.
No entanto, cabe ressaltar que, de acordo com os dados publicados até o momento,
este envolvimento € restrito a certos fenétipos de células T v8 (WUCHERPFENNIG et
al., 1992; PETERMAN et al., 1993; STINISSEN et al., 1995). No caso da Esclerose
Mualtipla, a presenca de linfocitos TCRyd+ ao redor dos oligodendrécitos, em
pacientes com a doenga ativa, foi detectada (SELMAJ et al, 1991). Porém,
WUCHERPFENNIG et al. (1992) mostram que essas células sdo predominantemente
TCRV&1 ou TCRVS2.

HACKER et al (1995) mostram que células Ty3 antigeno-especificas
regulam negativamente a producdo de IgG. Com essas evidéncias, os autores propdem
um modelo de fungéio para as células Tyd as quais, enfronhadas na rede com outras
células do sistema imunolégico, atuariam como reguladores negativos da resposta
imune. Em relagdo & presenga das células TCRy3 nos sitios inflamat6rios, nas doengas
auto-imunes Ou na resposta IMuUnNe a MiCroorganismos, 0s aufores sugerem que a

atividade dessas células ndo esta dirigida para os microorganismos invasores ou aos
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auto-antigenos, mas para células que reagem especificamente com o0s mesmos.
Sugerem também que esta agdo moduladora possivelmente se efetiva através de
mecanismos tais como a produgdio de citocinas que regulam a atividade de outras
células.

A participagdo das células T yd na tolerAncia imunolégica vem sendo
também paulatinamente sugerida.

SUZUKI et al., (1995), estudando os linfocitos intraepiteliais TCR yd+
(IEL Ty3) da mucosa uterina, sugerem que estas células desempenham uma fungo
fisiologica ao invés de defensiva durante a gravidez. Ao evidenciar que os IEL T v6 da
mucosa uterina, durante a gravidez, suprimem in vifro a resposta de células
estimuladas por antigenos paternos, os autores mostram que tais células T y6 t€ém um
papel fundamental na manutengio da gravidez, no sentido de suprimir a resposta
imune materno-antifetal na interface mae-feto.

McMENAMIN et al, (1995), em modelo de inalagdo de antigenos
proteicos, mostram que a tolerdncia obtida apdés a inalagdio de OVA (supressio da
hipersensibilidade imediata) pode ser transferida para animal recipiente “naive”
através de 10° células T CD8 + y8+ esplénicas. Uma hipétese importante apontada por
este trabalho é a de que as células TCR y8 transferem a tolerdncia através do
recrutamento de outras células efetoras.

CARDILLO et al, (1993), mostraram que animais infectados
experimentalmente com Trypanosoma cruzi vio perdendo a fun¢fio supressora das
células T yd com o avango da idade, sendo esta perda de funcfo associada ao
aparecimento de autcimunidade, sugerindo uma importante participac@io dessa células
no controle da autormunidade.

Concluindo, a associagéio da tolerdncia oral e da remissdo da EAE com a
atividade de uma ou mais sub-populagio(Ges) de células reguladoras estd bem

estabelecido. Paralelamente, vem sendo sugerido o envolvimento das células TCR vy&+

A M
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na tolerdncia imunoldgica e na regulagdo da resposta imune, ¢ também a sua

participagdo como células supressoras nos processos auto-imunes.

A 4
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11-OBJETIVOS

Este trabalho visa testar a hipdtese de que as células TCR yd+ estdo

envolvidas, direta ou indiretamente, com a modulagdo da EAE.

Desta hipotese, decorrem as seguintes perguntas:

1) A deplegdo dos linfécitos T y3 provoca alteracdes na evolugdo clinica da

EAE?

2) Ocorrem alteragdes na resposta linfoproliferativa a proteina basica de
mielina (MBP) e a Concanavalina A, e na concentragdo de anticorpos

anti-MBP no soro apos a deplecido dos linfocitos T v8?
3) Em relagfo a citocinas pro e anti-inflamatérias, ocorrem modificagdes no

perfil de citocinas secretadas por células esplénicas apods a deplegdo dos

linfocitos T y8?

EX,)
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1Il - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais de experimentacio

Camundongos da linhagem SJL/J , fémeas de 8 semanas de idade, foram obtidos do
Harlam Sprage Dawley (MA-USA) e mantidos, durante a fase de experimentagédo, no
biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, sob

condi¢Bes convencionais.

3.2 - Neuro-antigenos

Foram utilizados a proteolipo-proteina (PLP) e a proteina basica de mielina (MBP),
ambas purificadas de cérebro bovino. A MBP fo1 preparada segundo o método de
DEIBLER, 1972 ; os niveis proteicos das prepara¢des de MBP foram quantificados
pelo método de Lowry, com leituras a 650nm. A proteolipoproteina foi preparada de

acordo com método descrito por LEES, 1978.

3.3 - Reagentes

3.3.1 -Anticorpos

Para a deplegdo dos linfocitos TyS foi utilizado o anticorpo monoclonal 3A10, obtido

como descrito no item 2.5. Como anticorpo controle para os experimentos, foi

utilizado 1gG de hamster (normal hamster IgG - NHIgG - Accurate Chemicals,
Westbury, NY).
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Anticorpos marcados
Para o ensaio de citometria de fluxo foram utilizados os seguintes anticorpos:

Anticorpo monoclonal Anti-TCRy8 marcado com fluoresceina (FITC Anti-TCRyS);
Anticorpo monoclonal anti TNP marcado com fluoresceina (FITC anti-TNP).

Para a determinagio dos niveis das citocinas, foram utilizados os seguintes anticorpos:

Anticorpos purificados: anticorpo monoclonal anti-TNFa (purificado de ascite de
celulas XT22.11); anticorpo policlonal anti-TNFa obtido em coelho ; conjugado anti-
1gG de coelho-HRPO, todos gentilmente cedidos pela Profa. Wirla Tamashiro.

Anticorpes  biotinilados: anticorpo monoclonal biotinilade anti-TNFa  de

camundongo, obtido em coelho, gentitmente cedido pela Profa. Wirla Tamashiro).

Para a quantificagdo dos niveis de anticorpos anti-MBP utilizou-se anti-IgG de

camundongo obtido em hamster, marcado com peroxidase ( Genzyme, MA-USA).

3.3.2 - Citocinas

Para o estabelecimento das curvas-padrdo referentes aos niveis das citocinas
estudadas, foram utilizados os seguintes antigenos recombiantes : TGFB1

recombinante humano, TNFa recombinante de camundongo, todos produzidos pela

Genzyme, MA-USA .
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3.4 - Expansio do clone celular 3A10, produtor do anticorpo monoclenal anti-TCR

vo

O clone celular 3A10, (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. José Mengel ), foi cultivado
em 5 ml de meio RPMI 1640 ( Sigma Co, USA ) enriquecido com 10% de Soro Fetal
Bovino ( Microbiologica, RJ ) e 4,25 mg/ml de gentamicina, em garrafas para cultura
de células de 50 ml ( Costar, MA -USA ), com repiques a cada 48 horas.

3.5 - Producio do Anticorpo moneclonal anti-TCRyS.

Foram utilizados camundongos imunodeficientes (“nude mice”) de diversas linhagens,
machos e fémeas com idade de 8 a 12 semanas, obtidos junto ao Centro de Bioterismo
da Unicamp. Os animais foram inoculados com 1x10° células/ml de meio RPMI
(Sigma Co.) por via intraperitoneal. Apds 10 a 15 dias, recolheu-se o liquido ascitico e
procedeu-se a preciptagdo dos anticorpos com solugdo saturada de sulfato de amonio.
As amostras do preciptado foram diluidas 10 vezes e dialisadas em agua destilada e
tampdo PBS até que o excesso de sal fosse completamente removido. Apos a dialise
procedeu-se a filtragem da amostra em membrana Millipore ¢ a dosagem das proteinas
através do método de Lowry, com leituras em espectofotometro, a 650 nm. As
amostras de concentragdo conhecida foram separadas em aliquotas de 1ml e estocadas

em freezer a -80° C ou liofilizadas e estocadas a -80° C.

3.6 -Inducioe ativa de EAE

Os animais foram imunizados com uma preparagio contendo 100 ug de PLP em 0,1 ml
de PBS, emulsionados com igual volume de adjuvante completo de Freund (CFA-
Sigma Co., USA ). Cada animal recebeu doas doses em um intervalo de sete dias ( dia

0 e dia 7 ), por via sub-cutdnea, na regifio do flanco. Para os experimentos que visavam
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apenas o estudo dos mecanismos de autoimunidade, devido aos incovenientes de se
utilizar o PLP nos experimentos in vitro (baixa solubilidade, baixa aderéncia em
microplacas para ELISA) a imunizagio foi realizada utilizando-se a MBP como
neuroantigeno. Para tais experimentos os animais foram inoculados com uma dose

unica de 400ug / 1 ml de MBP em PBS emulsionados em 0,1ml de CFA.

3.7 - Inducio de Tolerincia Oral a MBP

A tolerdncia a MBP foi induzida de acordo com protocolos previamente descritos
(MILLER et al.,1991; MILLER et al., 1991; MILLER et al, 1993; SANTOS et al,,
1994 ). Utilizou-se um esquema de multiplas doses do antigeno. Foram administradas
5 doses de 250ug de PLP em 0,25 ml de PBS. As doses foram administradas em dias
alternados, por entubagfo gastrica, utilizando-se o método de cavage, com o auxilio de
uma agulha apropriada para estes fins. Guardou-se um periodo de 24 horas da ultima

dose oral do neuroantigeno para a imunizago.

3.8 - Deplecio in vivo das células TCRyd

A deple¢io in vivo das células T TCRyd foi realizada de acordo com método
previamente descrito por CARDILLOet al., 1993. Cada animal receben trés doses
contendo 0,5 mg do anticorpo monoclonal anti-TCRy& ( preparado como descrito
anteriormente ) em 0,25 ml de PBS, administradas por via intra-peritoneal, sendo a
ultima dose administrada 24 horas antes de quaisquer outras manipulagdes. Doses
adicionais idénticas as iniciais foram administradas em intervalos regulares de 7 dias,
com o objetivo de evitar a repopulacdo celular. Dados da literatura sugerem que as
células TCRyd repopulam dentro de 20 dias apds o tratamento com anticorpo
monoclonal anti-TCRyS (KAUFMANN et al., 1993). Desta forma, nos experimentos
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de indugdio de E.A.E., onde o tempo total do experimento era igual a 40 dias, cada
animal recebeu um total adicional de 5 doses, enquanto que no experimento de
indugdo de tolerdncia oral, onde o tempo total de duragdo do experimento era igual a
50 dias , foram administradas 7 doses adicionais do anticorpo. Os grupos controle
receberam igual quantidade de Ig(G de hamster (normal hamster IgG - NHIgG -
Accurate Chemicals, Westbury, NY).

3.9 - Avaliacao Clinica

Os camundongos foram observados diariamente, a partir do nono dia apds a
imunizagdo, para os sinais clinicos da E.A E. A avaliaco foi feita atribuindo-se graus
de 0 a 5 de acordo com os seguintes critérios: grau 0 = nfio doente ; gran 1 = perda do
tonus da cauda; grau 2 = fraqueza parcial dos membros posteriores e dificuldade de
voltar a posicdo inicial quando colocados em decibito dorsal; grau 3 = paralisia severa
dos membros posteriores ; grau 4 = paralisia severa dos membros anteriores e
posteriores ; grau 5 = morte . As observagles seguiram-se por 35 dias apds a

1munizacgao.

3.10 - Obtencéo de células mononucleares de baco e linfonodo

Bago e linfonodos axilares foram removidos assepticamente e colocados em placa de
Petri contendo meio RPMI ( Sigma Co., USA), e suspensdes simples de células foram
preparadas usando uma malha de inox. No caso de células esplénicas, apos a primeira
centrifugacdo tratou-se o botdo celular com solugdo de cloreto de amonio a 0,82%
para lise das hemaceas. As células foram lavadas por trés verzes com solugio
balanceada de Hanks e ressuspendidas em meio RPMI 1640 enriquecido com Soro

Fetal Bovino a 5% (Microbiolégica-RJ) , 4,25mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina
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a 0,2M e 2-Mercaptoetanol a 1: 5000, Para determinagio da viabilidade celular, usou-

se 0 método de exclusdo com Azul de Trypan.

3.11 - Ensaios de proliferacido celular

As suspensdes celulares obtidas de linfonodo ou bago como descrito no item anterior,
foram ajustadas para a concentragiio de 4x10° células /pogo ( para o caso de
estimulagdo com MBP ) ou para 2x10° células/poco ( para o caso de estimulagdo com
Concanavalina A ) e colocadas em microplaca para cultura de células de 96 pogos (
Costar, USA ). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 ( Sigma,USA )
enriquecido com Soro Fetal Bovino a 5% (Microbiologica-R]) e 4,25 mg/ml de
gentamicina, 1% de glutamina 0,2M e 2-Mercaptoetanol a 1: 5000. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Avaliou-se a transformac¢éo blastica dos linfocitos estimnlados
por varias concentragdes de MBP, sendo que as concentragdes 6timas variaram de 2,5
pg/ml a 10 pg/mi. Para a Con A usaram-se as concentragdes de 0,625 mg/ml a 2,5
pg/ml. As células foram incubadas em estufa com sistema de CO, a uma tensio
constante de 5% e temperaura de 37° C; os tempos de incubag¢io foram de 48 horas
para a Con A e 144 horas para a MBP. Aproximadamente 18 horas antes do término da
incubagdo, cada poco receben 1 uCi deTimidina Tritiada (New England Nuclear- MA,
USA). Apds este periodo o excesso do material radioativo foi retirado lavando-se as
células em um coletor (Cell Harvester - modelo 200 A - Cambridge Tecnology Inc.,
USA) e as células foram recuperadas em papel filtro de fibra de vidro ( Cambndge
Tecnology Inc., USA ) e colocadas em tubos padronizados na presenca de 2 ml de
liguido de cmtilagdo ( 3.0 g/l de PPO em Toluol ). O conteddo radioativo foi
determinado em Cintilador Beta (Beckman LS 6000 Series Scintilation System). Os
resultados estdo expressos em contagens por minuto (CPM), sendo considerada a

média das triplicatas.
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Para o experimento sobre o efeito do anticorpo monoclonal anti-TCRYS in vitro, as
células de bago foram colocadas em placas de 96 pogos (2x105 células/pogo) na
presenga de 2,5 pg/ml de ConA e de diferentes concentragbes do anticorpo (2 a
36ug/200ul). Apoés um periodo de incubagdo de 30 horas nas mesmas condi¢Ses
utilizadas para os outros ensaios de proliferagdo, procedeu-se a incubagdio com
Timidina tritiada { 1 uCi/pogo ), e a lavagem das células, seguida de embebi¢do com

liguido de cintilag@o e contagem do material radioativo, como descrito.

3.12 - Dosagem de Anticorpos anti-MBP

Fot usada a técnica de ELISA, previamente empregada para dosagem de anticorpos
anti-MBP em trabalhos anteriores (LIDER et al, 1989). Microplacas para ensaios
enzimaticos {Costar, MA-USA) foram incubadas com 25 pg/ml de MBP (100 pl/pogo)
por um periodo de 18 horas e em seguidas lavadas com PBS-Tween 20 a 0,05% por
trés vezes. Como solugdo bloqueio utilizou-se leite-em-pé desnatado (caseina) a 5%
em PBS (200 pl/pogo) , incubando-se por 2 horas e lavando com PBS Tween20.
Foram adicionadas as amostras de soro (100 pl/pogo), sendo que para cada grupo
testado utilizon-se um “pool” de soros, em dilui¢tes de 1/100 até 1/1600, sendo cada
uma delas testadas em duplicata. Apds uma hora de incubagéo a temperatura ambiente,
lavou-se novamente a placa com PBS-Tween ¢ adicionou-se o anticorpo anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma,USA), diluido a 1:40000 em leite a 2%
em PBS ( 100 pl / pogo ) e incubou-se por uma hora. Apods nova lavagem da placa,
adicionou-se o substrato da enzima ( 10 ml de tampdo citrato - pH 5,6 + 10 ul de
H;0, + 10 mg de OPD) (OPD, Sigma Co.,USA) e incubou-se a placa por 20 minutos,
apos o que se adicionou a solugdo de H;SO4 4N, 20 ml / pogo , com o objetivo de
interromper o desenvolvimento de cor. As densidades Opticas das amostras foram

determinadas em leitor Multiskan Bichromatic ( Labsystems ), utilizando-se um filtro
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de 492 nm. Os resultados estio expressos em densidade Otica, sendo consideradas as

médias das duplicatas.

3.13 - Producio de citocinas

Para a produgfo de TGFB, suspensoes de células esplénicas dos animais , obtidas de

acordo com o item 10 , foram ajustadas para a concentragio de 2x10° células/ml e
cultivadas em placas para cultura de células de 24 pogos ( Costar, USA ), em meio
RPMI 1640 ( Sigma Co., USA ) enriquecido com 5% de soro bovino fetal
(Microbiolégica, RJ ) e 4,25 mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina 0,2M e 2-ME 1:
5000. Cada pogo contendo 1 ml da suspensdo celular receben ainda 2,5 ug de Con A
ou 25 pg/ml de MBP, ou somente meio de cultura. Apés 72 horas para a produgio de
TGFf, reftirou-se os sobrenadantes e centrifugou-se os mesmos a 1200 rpm por 10
minutos.
Para produgdo de TNFq foi utilizada uma suspensdo celular de 3x10° células/ml.
Depois de colocadas na microplaca de cultura, as células foram incubadas em estufa
com sistema de CO, a 37°C por duas horas, apés o que retirou-se cuidadosamente o
meio de cultura e acrescentou-se igual volume de meio contendo LPS na concentragio
de 5Spg/ml. Este procedimento visa obter uma cultura predominantemente de
macrofagos. Apos 12 horas de incubag@o em estufa com sistema de CO, a 37°C
coletou-se o sobrenadante centrifugou-se a 1200 rpm por 10 minutos.

Os sobrenadantes foram estocados em freezer a -80°C, no caso de TGFp ou utilizados

a fresco, no caso do TNFa

3.14 - Determinacio dos niveis de citocinas

3.14.1 - Determinacéo dos niveis de TGFf

EaTal
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Os niveis de TGFB no sobrenadante de cultura foram determinados através de ensaio
biologico. Células da linhagem CCL-64 foram colocadas em meio de cultura a uma
concentragio de 1x10° células/ml. Colocou-se 2004l da suspensdo por po¢o ¢m uma
microplaca para cultura de células de 96 pogos, a qual permaneceu overnight em estufa
com sistema de CO,a 37° C. Apés isso, retirou-se cuidadosamente 100ul de cada pogo
e adicionou-se igual volume de cada amostra de sobrenadante de cultura. Para a
determinagdo da curva-padrio de TGFB, utilizou-se 0 TGFB1 recombinante humano,
nas concentragdes de 10ng/ml a 0,005ng/ml. Incubou-se a microplaca por 24 horas em
estufa com sistema de CO; a 37° C. Apds isso, adicionou-se a cada pogo Timidina
tritiada ( 1 pCi/pogo ), incubando-se a placa overnight. Para a lavagem das células,
adicionou-se 200ul/pogo de tripsina, com 0 objetivo romper a aderéncia das células; o
excesso do matenial radioativo foi retirado lavando-se as células em um coletor (Cell
Harvester - modelo 200 A - Cambridge Technology Inc., USA) e as células foram
recuperadas em papel filtro de fibra de vidro ( Cambridge Technology Inc., USA ) e
colocadas em tubos padronizados na presenga de 2 ml de liquido de cintilagdo (3,0 g/l
de PPO em Toluol ). O contetdo radioativo foi determinado em Cintilador Beta
(Beckman LS 6000 Series Scintilation System).

Para determinar os niveis de TGFp presentes nas amostras, comparou-se a contagem
de tricio incorporado nas mesmas com as obtidas na curva-padrio. A curva padrio

obtida encontra-se no Anexo.

3.14.2 - Determinaciio dos niveis de TNFa
Placas de poliestireno (Costar, USA) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal
anti-TNFo (purificado de ascite de células XT22.11) a 10 ug/ml em tampio
bicarbonato de sodio 0,05M pH9.2 (50 ul/pogo) e incubadas durante 1 hora a 37° C,
em cimara umida, e a seguir a 4° C overnight. Como solugdo bloqueio utilizou-se

leite-em-pé desnatado (Molico/Nestlé) a 5% em PBS pH7.2 (100 ul/pogo) ,
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incubando-se por 1 hora a 37° C em cimara imida. Lavou-se a placa com PBS-Tween
20 a 0,05%, por trés vezes. Foram adicionadas as amostras de sobrenadante (50
ul/pogo). Para determinagdo da curva-padrio utilizou-se TNFo recombinante nas
concentragdes de 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/mi, 6,25 ng/ml, 3,125 ng/ml, 1,78125
ng/ml e 0 ng/ml em PBS pH 7,2 contendo Molico a 2% (50 pl/pogo), com incubagéio
overnight em cdmara imida a 37° C.

Apos lavagem da placa com PBS-Tween 20, adicionou-se o soro anti-TNFa (soro
policlonal anti-TNFo produzido em coelho diluido a 1:200 em PBS-Molico 2% (50
pl/pogo), sendo a placa incubada por 1 hora a 37° C, em camara timida e em seguida
lavada com PBS-Tween. Adicionou-se o conjugado anti-igG de coelho-HRPO
(gentilmente cedido pela Profa. Wirla Tamashiro), diluido 1:2000 em PBS-Mo 2% (50
pl/pogo), com incubagdo por 1 hora a 37° C, em cimara {imida e lavagem com PRS-
Tween. Para revelagdo da reacdo, utilizou-se 50 pul de substrato cromogénio (0,03% de
H;0; ¢ 2 mg de OPD-Sigma por ml de tampdo citrato/fosfato de sédio 0,05M, pHS,0),
mcubando-se a placa por 30 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. Para
mterromper o desenvolvimento de cor , foi adicionado 25 pl de 4cido sulfirico 4N em

cada pogo. Procedeu-se a leitura colorimétrica a 492nm, em leitor de ELISA

(MULTISKAN, Flow Laboratories, Inc, USA).
3.15 - Analise Estatistica

As amostras paramétricas foram analisadas pelo método t de Student. As

amostras njo paramétricas foram analisadas pelo método de Wilcoxon.

e
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4.1 DEPLECAO DOS LINFOCITOS TCRy5 PELO TRATAMENTO
IN VIVO COM O ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-
LINFOCITOS TCRyS (3A10).

Com o objetivo de evidenciar a modulagéo da subpopulacio de linfocitos
T 3 pelo anticorpo monoclonal anti-TCRy8 3A10, células esplénicas de animais
tratados in vivo com anti-TCRy8 ou PBS foram submetidas a coloragdo in vitro
com anticorpos anti-TCR y8 marcados com fluoresceina e posteriormente
analisadas por citometria de fluxo.

Para os anmmais tratados com PBS a populagdo de células T TCRyd+
alcangou um valor de 5,2%, como mostra a figura 1A. Os animais que receberam
in vivo o anticorpo monoclonal 3A10 apresentaram uma populagio de 0,7% de
células TCRyd+, como mostra a figuralB. Houve, portanto, uma redugfo de

86,4% no percentual de células TCRyd+.

A mesma analise foi feita para células esplénicas de animais tratados in
vivo com 0 anticorpo monoclonal anti-TCRyd ¢ em seguida imunizados com
MBP/CFA. (para indugiio da EAE) e mostrou um percentual de 1,0% da populagio
de células T TCRyd+ (figura 1C).

Estes resultados confirmam que o tratamento in vive com o anticorpo
monoclonal anti-TCRy8 3A10 modula a subpopulagio de células T y3. A figura
1C mostra que essa modulagio persiste apos o tratamento para indugio da EAE.

Em conjunto, os resultados mostram que o tratamento iz vive com o
anticorpo monoclonal anti-TCRy3 ¢ um artificio adequado aos propdsitos deste
estudo, ja que a deplecdo das células T y8 ¢ uma etapa fundamental para

atingirmos 0s objetivos a que nos propusemos.
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Figura 1 - Citometria de fluxo de células esplénicas submetidas ao tratamento com
anticorpo monoclonal anti-TCRy3 marcado com fluoresceina. Em cima (figlA)
animais tratados in vivo com PBS; em baixo (fig1B), animais tratados in vive com

anticorpo monoclonal 3A10,
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Figura 1C - Citometria de fluxo de células esplénicas submetidas ao tratamento
com anticorpo monoclonal anti-TCRy8 marcade com fluoresceina. Animais
tratados in vivo com anticorpo monoclonal 3A10 e posteriormente imunizados com

MBP/CFA.
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42 MODULACAO DA EAE PELOS LINFOCITOS T v5

4.2.1 Evolucio Clinica da EAE

Com o objetivo de estudar o papel das células T y3 na indugdo de EAE,
camundongos tratados in vivo com anticorpo monoclonal anti-TCR vy8 ou PBS foram em
seguida imumzados com MBP/CFA. A evolugio clinica da EAE foi feita de acordo com
critérios utilizados em trabalhos anteriores (AL-SABBAGH et al, 1994; SANTOS et al,

1994) (ver materiais € metodos, item.2.9).

Para a avaliacdo dos resultados, utilizamos os valores de média diaria do score
clinico do grupo (8.C.M.= Score Clinico Médio) e média do numero de dias até o

aparecimento da doenca (M.D.A.D.).

A figura 2 mostra a evolugfio clinica da EAE para os dois grupos. Os animais
tratados com o anticorpo monoclonal anti-TCR y8 anteriormente a imunizacdo com
MBP/CFA apresentaram uma doenca mais severa em relagfio aos animais tratados com
PBS+MBP/CFA. Além do aumento da severidade da doenga houve também antecipagéo

no aparecimento dos primeiros sinais clinicos da mesma (tabelal).

A incidéncia da E.A E. também foi superior para o grupo tratado ( 100% contra
60% do grupo controle) {tabela 1).

Os valores de Score clinico médio entre os dois grupos sdo significativamente

diferentes (p=0,0247) (ver tabela no ANEXO1).

Todos esses dados mostram uma exacerbagdo da EAE quando esta ¢ induzida

apés a deplecio dos linfocitos T .
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Figura 2 - Evolugéo clinica da EAE para animais tratados com o mAb anti-TCRyd ou

PBS previamente a imunizagdo com MBP/CFA. Os dados representam a média diaria dos

SCOres

clinicos entre 0S individuos de

cada

grupo

(S.C.M.).
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4.2.2 Concentracio de anticorpos anti-MBP no soro

A concentragdo de anticorpos especificos anti-MBP no soro dos animais
tratados in vivo com o anti-TCR y3 previamente a imuniza¢do com MBP/CFA se
mostrou significativamente superior em relagdo aos animais tratados com IgG de
hamster ou PBS (figura 3). As diferengas observadas sdo significativas
(p=0,01052). Os resultados dos experimentos encontram-se no ANEXO 2.

1400
D.C. -
1200 -

e A G MBP/CFA
o QS haRster+BABIPICEA
— PBS+MBP/CFA

1000 }-

800G +

600 -

400

200 -

t i 3 I
14100 1/200 14400 1/800 11600

Dituicbes do soro

Figura 3 - Anticorpos anti-MBP (IgG totais) no soro de animais
tratados in vivo com o mAb anti-TCR v8 , IgG de hamster ou PBS
previamente a imunizagdo com MBP/CFA. Os resultados, expressos
em densidade otica (D.O.), representam médias e desvio padrio de

varios experimentos.
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4.2.3 Resposta Linfoproliferativa a ConA

Com o objetivo de avaliar a resposta celular inespecifica, células
esplénicas dos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-TCR v, IgG
de hamster ou PBS previamente a imuniza¢do com MBP/CFA foram estimuladas
in vitro com 2,5 ug/ml ou 1,25 pg/ml de ConA. A resposta linfoproliferativa a
Con A dos animais tratados com mAB anti-TCRyd foi significativamente
superior aos outros dois grupos, como mostra a figura 4. As diferengas sdo

significativas (p=0,0068). Os resultados dos experimentos encontram-se no

ANEXO 3A.

4.2.4 Efeito do anticorpo monoclonal anti-TCRyd in vifro

sobre a resposta linfoproliferativa a Concanavalina A.

Com o objetivo de obter mais informacdes sobre a agio dos linfocitos
TCRyS, células esplénicas de animais ndo submetidos a tratamento in vive foram
estimuladas in vitro com Concanavalina A (2,5 ug/ml) na presenca de diferentes
concentragdes do anticorpo monoclonal anti-TCRy8 (técnica do anticorpo

imobilizado na microplaca de cultura - ver materiais e métodos itern 2.11)

A figura 5 mostra a média de varios experimentos. A resposta
linfoproliferativa a ConA na presenga do anti-TCRyS mostrou-se superior em
relagdo & situagdo em que o anticorpo estava ausente. Esse efeito intensificou-se
conforme o aumento da concentragio do anticorpo, atingindo um pico na

concentragdo de 24 pg/ml. Os resultados encontram-se no ANEXO 3B.
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anti-g IgG hamster PBS

Figura 4 - Resposta linfoproliferativa a Con A em células esplénicas de
animais tratados in vivo com mAb- anti-TCRYS, IgG de hamster ou com
PBS, previamente a imunizacdo com MBP/CFA. Os resultados
representam meédia e desvio padrio de uma série de experimentos e

estdo expressos em contagens por minuto (cpm).
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Figura 5 - Efeito de diferentes concentragdes do anticorpo monoclonal anti-TCRyd
in vitro na resposta proliferativa a Con A em células esplénicas de animais ndo
submetidos a tratamento in vivo. (técnica do anticorpo imobilizado na microplaca
de cultura - ver materiais e métodos). Células esplénicas foram estimuladas in vitro

com 2,5ug/ml de Con A.
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4.2.5 Resposta Linfoproliferativa Especifica para MBP.

Com o objetivo de avaliar a resposta proliferativa especifica para MBP
para os animais tratados iz vivo com o anticorpo monoclonal anti-TCRyS, células
de linfonodo foram cultivadas com estimulo in vifro de diferentes dosagens de
MBP.

A resposta linfoproliferativa especifica para MBP para os animais tratados
com o anticorpo monoclonal anti-TCRy8 foi superior em relagdo aos animais
tratados com PBS ou com IgG de hamster, como mostra a figura 6. As diferengas

sdo significativas (p=0,00212). Os resultados encontram-se no ANEXO 4.
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Figura 6 - Resposta linfoproliferativa especifica para MBP: células de
linfonodo de animais tratados in vivo com o mAb anti-TCRy8, I1gG de
hamster ou PBS previamente a imuniza¢io com MBP/CFA foram
cultivadas em presenga de diferentes dosagens de MBP. Os resultados
representam a média e desvio padrdo de uma série de experimentos e

estdo expressos em contagens por minuto (cpm).
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4.2.6 Presenca de TGFP e TNF«a do sobrenadante de cultura.

4.2.6.1 Niveis de TGFp

Células esplénicas de animais tratados in vivo com o mAb anti-TCRy3,
IgG de hamster ou PBS previamente a imuniza¢io com MBP/CFA, foram
cultivadas na presenga de ConA (2,5 pg/ml) ou MBP (10 pg/ml). Amostras do
sobrenadante de cultura foram adicionadas a uma cultura de células da linhagem
CCL-64, sensivel a TGFB. Como padrio utilizou-se uma curva de crescimento
das células CCL-64 na presenga de diferentes concentragdes de TGFp
recombinante.

A quantidade de TGFB detectada no sobrenadante de cultura foi inferior
para os animais tratados in vivo com o mAb anti-TCRyS, em comparagio com
os animais tradados com PBS ou IgG de hamster, como mostra a figura 7. Os
resultados representam a média de uma série de experimentos e estdo expressos
em pg/ml. As diferengas sdo significativas (p=0,02045). Os dados experimentais
encontram-se no ANEXO 5.

35
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Figura 7- Concentragdes de TGFP no sobrenadante de cultura. Células
esplénicas de animais tratados in vivo com o m Ab anti-TCRy3, IgG de
hamster ou PBS previamente a imuniza¢do com MBP/CFA, foram cultivadas
na presenga de Con A (2,5 pg/ml) ou MBP (10 ug/ml). Os resultados estdo

expressos em pg/ml e representam a média de uma série de experimentos.



4.2.5.2 Niveis de TNFa

Células esplénicas de animais tratados in vivo com o mAb anti-TCRv3,
IgG de hamster ou PBS previamente a imunizagdo com MBP/CFA, foram
cultivadas na presenga de LPS (5,0 pg/ml) para a produgdo de TNFo. Amostras
do sobrenadante de cultura foram submetidas a um teste de ELISA de captura
para detecgdo de TNFa. Os resutados dos experimentos estdo colocados no
ANEXO 6

Foi detectada uma quantidade maior de TNFa no sobrenadante de cultura
dos animais tratados in vivo com o mAb anti-TCRyS, em comparagdo com os
animais tradados com PBS ou IgG de hamster, como mostra a figura 8. As

diferengas sdo significativas (p=0,04722).
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Figura 8 - Dosagem de TNFa do sobrenadante de cultura. Células esplénicas
de animais tratados i vivo com 0 mAb anti-TCRy3, IgG de hamster ou PBS
previamente a imunizagdo com MBP/CFA, foram cultivadas na presencga de
LPS (2,0 pg/ml). Os resultados representam a média de uma série de

experimentos e estdo expressos em pg/ml.
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43 MODULACAO DA TOLERANCIA ORAL A PLP PELOS
LINFOCITOS T 8.

Com o objetivo de estudar os efeitos do tratamento com o anticorpo
monoclonal anti-TCRy3 na indugdio de tolerincia oral a PLP e ampliar as nossas
observagOes dentro do modelo de EAE, um grupo de animais recebeu cinco doses
de 500 pg do anti-TCRyd previamente ao tratamento oral com PLP. A escolha do
método de tratamento in vivo com o anti-TCRy3 foi baseada em trabalhos
anteriores (PETERMAN et al, 1993) e também considerando-se 0s nossos
resultados com o anticorpo monoclonal anti TCRy/6 na indugiio de EAE .
Verificou-se que a administracado de trés doses de 0,5 mg do anticorpo
anteriormente a imunizagdo com MBP levava a axacerbagio da E.AE. (item 3.2)
Essas informagdes foram associadas ao esquema de mdltiplas baixas doses do

antigeno para indugdo de tolerincia oral, resultando no protocolo sumarizado no

ANEXO 7.

Para a avahacio dos resultados, utilizamos os valores de Score Clinico
Meédio (S.C.M.), que representa a média diaria do score cinico do referido grupo, e
também de média do namero de dias até o aparecimento da doenga (M.D.A.D.).
A figura 9 mostra a evolugdo clinica da EAE.

Os animais tratados in vivo com o anti-TCRy8 e posteriormente tolerizados
oralmente com PLP apresentam wma doenca bastante mais severa em relagdo aos
animais oralmente tolerizados sem prévio tratamento com o anticorpo, como
mostra a Figura 9. O aparecimento da EAE foi precoce para o mesmo grupo, como
mostram os valores de M.D.A.D. (Tabela 3). Os scores cinicos individuais estdo

colocados no ANEXO 7, juntamente com os valores de Score Clinico Médio.
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Todos esses dados em conjunto sugerem que o tratamento com o anticorpo
monoclonal antTCR yd reverteu a tolerincia induzida pela administracio oral de
PLP.
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Figura 9 - Evolugio clinica da EAE para animais tratados com mAB anti-TCRyS
ou com IgG de hamster, previamente a tolerizagio por via oral com PLP e
imunizagdo com MBP/CFA. Os dados representam médias diarias dos scores

clinicos entre os individuos de cada grupo (S.C.M).
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Tabela II - Valores de Média dos Maximos Scores Clinicos (M.M..S.C) e
Média de Dias para o Aparecimento da Doenga (M.D.A.D.) para animais

tratados in vive com anti-TCRyS, IgG de hamster ou PBS anteriormente a

tolerizacdo com PLP ¢ a imunizag¢do com MBP/CFA.

Tratamento M.D.A.D.

antiTCRyS +PLP oral 158+ 14

IgG + PLP oral 18.0+1.0
PBS + PLP oral

170+£0.0
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V - DISCUSSAQ

AAs células Tyd vém sendo alvo de muitas investigagdes e, até o momento,

as conclusdes a respeito das fungdes que desempenham no sistema imunolégico sio
controversas. Entretanto, diversos autores vém atribuindo as células T y& uma fungfio
associada A regulag@o da resposta imune. Este trabalho tem por objetivo estudar a
fungdo destas células dentro do modelo de Encefalomielite Experimental Autoimune.

A evolugdo clinica da E.A.E. para os animais tratados com o anticorpo
monoclonal anti-TCRyd foi significativamente diferente. Os animais y/3-depletados
levaram menos tempo para apresentar os primeiros sintomas, apresentaram maior
incidéncia ¢ maior severidade da E.A.E. Houve antecipagio dos sinais clinicos e
principalmente uma nitida exacerbagfo de doenga.

A andlise citométrica das células esplénicas dos animais tratados in vive
com o anticorpo monoclonal 3A10 mostrou uma redugio da populagiio de linfocitos
TCRyd+ em relagio aos animais ndo tratados (figuras 1A e 1B). Embora a populagiio
de células TyS seja originalmente bem pequena dentre as células espiénicas, o que
dificulta evidenciar a deplegdo, nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por
CARDILLO et al, (1993). Estes resultados nos permitem afirmar que o anticorpo
monoclonal 3A10 possui efeito modulador sobre a populagio de células TCRyS, de
forma que os animais tratados in vivo com o anticorpo monocional 3A10 apresentam,
ap0s o tratamento, uma populagdio bastante reduzida de linfocitos TCR v8.

Para os animais tratados in vive com o mAb 3A10 ¢ posteriormente
imunizados com MBP/CFA (figura 1C), a analise citométrica mostrou que a populagio
de células TCR yd continua reduzida durante a inducdo da E. A E. Esta informagdo é
importante, pois nos permite afirmar que a populagio de células TCRy8 permanece

reduzida durante o nosso protocolo para indugdio da doenga. De acordo com
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KAUFMANN et al., (1993), as células TCRyd repopulam entre 10 e 12 dias apos a
ultima dose do anticorpo.

Os resultados in viiro apontam diferengas importantes entre os animais
tratados com ¢ anti-TCRYd e os tratados com PBS ou IgG de hamster. A dosagem de
anticorpos anti-MBP no soro ¢ a resposta linfoproliferativa a MBP foram superiores
para os animais yS-depletados. A resposta linfoproliferativa a concanavalina A fo1
significativamente superior, mostrando que também a resposta linfoproliferativa
inespecifica foi alterada.

A aglio moderadora das células TCRyd sobre a produgéio de anticorpos foi
evidenciada por alguns autores. Mc MENAMIN et al., (1994), Mc MENAMIN et al.,
{1995) mostram que células Tyd presentes na mucosa do trato respiratdrio, em animais
tolerizados com OVA wvia inalagdo, suprimem a produgdo de IgE através de um
mecanismo conhecido como “desvio de resposta imune”. HACKER et al (1995)
mostram que células Tyd no sangue periférico sfio ativadas por células B antigeno-
especificas e que, ap0s esta ativagdo, passam a influenciar a atividade das células B,
suprimindo ativamente a secregdo de IgG. STANFORD et al,, (1996) mostram que as
células T vd sdo capazes de regular a atividade de células B auto-reativas no modelo de
Lupus Eritematoso Sistémico, uma vez que animais yd-deficientes apresentam aumento
da produgdo de auto-anticorpos.

Estd amplamente constatado que as células responsaveis pela
Encefalomielite Experimental Autoimune sdo linfocitos T CD4+ auto-reativos a
neuro-antigenos. (HOLOSHITZ et al., 1983; ZAMVIL et al., 1990). O aumento da
resposta linfoproliferativa especifica para MBP e também dos niveis de anticorpos
anti-MBP no soro sugere que, na situagfo onde a populaciio de células TCRyd ¢
reduzida, ocorre provavelmente uma ativagdo dos clones auto-reativos, o que leva a

exacerbagdo da E.A.E. que observamos in vivo.
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A dosagem de citocinas do sobrenadante de cultura de células esplénicas
dos animais TCRyd-depletados previamente a tmunizagdo com MBP/CFA revelou
niveis maiores de TNFa e niveis menores de TGFB em relagdo aos animais tratados
com PBS ou IgG de hamster. Esses resultados sugerem que, na situagdo em que a
populacdo de células Tyd estd reduzida, no modelo de E.AE., ocorre aumento na
produ¢do de TNFa e diminuigio na produgio de TGF.

Esta bem estabelecido que o TNFa e o TGFB tém papel importante na
determinac¢do da migraco de leucOcitos para o sistema nervoso central in vivo. Foi
evidenciado que a aderéncia de células do endotélio microvascular de cérebro murino a
linfocitos pode ser significativamente aumentada pelo pré-tratamento com TNFa e que
0 oposto ocorre com a admmistragdo de TGFB (FABRY et al, 1995). Os autores
mostram que a admmistragio de TGFP reduz significativamente a migragdo de
linfocitos para o interior do sisterna nervoso central in vive, de maneira dose-
dependente, ¢ sugere um importante papel desta citocina na reducfo da infiltragio de
linfocitos no S.N.C. nas doengas desmiehnizantes, tais como a E.AE. No entanto,
quando o TNFa ¢ administrado ocorre aumento da migragio celular, também de
maneira dose-dependente.

O papel do TGFB vem sendo amplamente evidenciado na tolerancia oral a
neuro-antigenos e também nos periodos de remissdo natural da E.AE KHOURY et al.
(1992) mostra o aumento da secre¢fio de citocinas imuno-regulatorias in vivo, dentre
elas o TGFpB, diretamente nos sitios inflamatorios de animais oralmente tolerizados
com MBP. MILLER et al. (1992) mostram que a administragio de anti-TGF- in vivo
reverte a tolerdncia de animais tratados oralmente com MBP e exacerba a EAE de
animatis néo tolerizados. SANTOS et al (1994) mostraram que em animais oralmente
tolerizados com MBP, células secretoras de TGF-f sdo geradas ainda ao nivel da
mucosa do trato intestinal e ja estdo presentes nas Placas de Peyer 24 horas apos a

administracdo oral do tolerégeno. Estes trabalhos mostram que, tanto a supressio da
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EAE provocada pela administracdo oral de MBP quanto os mecanismos naturais de
recuperagio da doenca (observados na sua fase remissiva), utilizam uma via
imunomodulatoria comum que € dependente de TGF-.

O aumento que observamos da produgdo de TNFa nos animais 7o-
depletados sugere que, na auséncia das células T y3 ocorre ativagio de células
produtoras de TNF-a. Paralelamente observamos-se para esses mesmos animais uma
diminui¢do da produgdio de TGF-B. E sabido que o TGF-B inibe a produgdo de
citocinas do tipo Thl, tais como o IFN-y. Uma possibilidade a ser investigada é a de
que o TGF-B, pela sna ag¢do anti-inflamatdria, poderia inibir também a sintese de
outras citocinas com efeito pré-inflamatério, tais como o TNF-a.

Estd claro que, no modelo de EAE, o perfil de citocinas presentes no
ambiente determina o tipo de resposta obtida. A indugdo da EAFE pressupde um
determinado ambiente do tipo Thl, com citocinas pro-inflamatorias estimulando e
amplificando a resposta auto-imune, enquanto que a sua supressio envolve um
ambiente tipo Th2, com citocinas anti-inflamatérias freando a resposta auto-imune
(DRUET et al.,1996).

Nos nossos resultado observamos a exacerbacio da E.A.E. e o concomitante
aumento da resposta linfoproliferativa especifica para MBP e dos niveis de anticorpos
anti-MBP no soro. Paralelamente mostramos o aumento dos niveis de TNFa ¢ a
reducdo dos nives de TGFB. Todos estes dados em conjunto sugerem que, com a
redugdo da populagio de linfécitos TCRyS ocorre um aumento da atividade dos clones
auto-reativos causadores da EAE., provavelmente devido 4 mudanga do perfil de
citocinas no microambiente celular.

As alteragBes que evidenciamos para os animais yd-depletados, de
exacerbacgdo da EAE sugerem que as células T yd possuem um papel de modulagdo da

resposta imune no modelo de EAE.
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O papel imuno-modulador das células TyS e a sua importdncia para a
homeostase de diversos tecidos ja foi sugerido por outros autores (Mc MENAMIN et
al., 1994; Mc MENAMIN et al.,1995; SUZUKI et al., 1995). CARDILLO et al (1993)
constatam o surgimento de autoimunidade em animais infectados com Trypanosoma
cruzi conforme o avango da idade, concomitante com a perda de fungio supressora das
cétulas T yo. KAUFMANN et al..(1993) mostram a ativagdo dos linfocitos TCR off
ap6s a modula¢do da populagdo de linfocitos TCR 3, sugerindo uma importante agdo
moderadora das células TCRyd sobre a atividade das células TCR o in vivo.
HACKER et al. (1995) propdem um modelo de fungio para as células Ty as quais,
enfronhadas na rede com outras células do sistema imunoldgico, atuariam como
reguladores negativos da resposta imune, provavelmente através de mecanismos tais
como a produgio de citocinas que regulam a atividade de outras células.

BEN-NUN et al., (1993) mostra que proteinas derivadas do Mycobacterium
tuberculosis, em especial o PPD, sdo capazes de proteger camundongos contra a
E.A.E. Sabendo que o M. tuberculosis é um potente estimulador para células T 9,
promovendo a sua ativagio, possivelinente a protegiio contra a doenga seja devida a
essa estimulagdo, embora os autores ndo levantem essa hipotese. DIAZ-BARDALES et
al. (1996) evidenciam o aumento da populagdo de células Tyd apos o tratamento in
vivo com M. fuberculosis ou com PPD, mostrando que a ativagdo dessa populagio
celular diminui a severidade da E.A E. em ratos Lewis. Estes dados reforgam nossas
proposigdes de que as células T y§ sdo importantes para a supressio da EAE.

Outros autores obtiveram resultados semelhantes aos nossos no modelo de
EAE. KOBAYASHI et al, (1996) mostram o agravamento da doenga pela
administragdo de outro anti-TCR y3, o anticorpo monoclonal UC7-13D5. Os autores
mostram que apds o tratamento com o referido anticorpo, ocorre aumento da
severidade da doenga ¢ um concomitante aumento da produgio de IFNy, uma citocina

que, segundo os autores, tem um papel crucial no desenvolvimento da EAE.
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De maneira oposta, porém, RAJAN et al., (1996) mostram o aumento das
células Tyd nos focos inflamatorios do S.N.C. durante os surtos da EAE e atribui um
papel patog€nico a essas células na doenga. Segundo os autores, a deplegdo das
células TyS confere protegdo aos animais, e ndo exacerbagio da EAE. No entanto, o
anticorpo utilizado para a deplegdo das células Tyd foi GL3 e parece haver uma
diferenca entre este anticorpo € 0 que utilizamos (3A10) no que diz respeito ao efeito |
que produzem, fato apontado pelos proprios autores no referido trabalho. Ademais, o
protocolo utilizado para os expertmentos diferem em outros dois aspectos muito
importantes. O artificio utilizado para induzir a EAE e o fato da deplegio anteceder ou
proceder ao tratamento para indugfio da doenga. No protocolo utitizado pof RAJAN et
al. (1996), a deplecdo das células TyS ¢ feita 4 dias apds o tratamento para a indugéo
da doenga, tratamento este que consiste da transferéncia adotiva de clones especificos
para MBP. No nosso protocolo, a deplegdo ¢ feita anteriormente ao tratamento para
induglo da doenga e utilizamos a inoculagdo do neuroantigeno para induzir a EAE.

A mdugfo da EAE ¢ um fendmeno que tem inicio na periferia e em seguida
se efetiva no Sistema Nervoso Central. Acreditamos que quando a deplegdo é realizada
antes da inducio da EAE ocorrem perifericamente, diferengas significativas no que diz
respeito ao tipo de ambiente, diferengas estas relacionadas ao nivel de determinadas
citocinas pré e anti-inflamatérias, de tal forma que, quando do tratamento para indugdo
da EAE, essas diferencas alterariam o comportamento dos clones auto-reativos a MBP,
modificando a transcorréncia da doenga. RACKE et al, (1994) mostra que a
administragdo de IL-4 protege camundongos contra a EAE através de um mecanismo
conhecido por ‘desvio de resposta imune induzido por citocina’. CHEN et al. (1996)
mostram que clones de células MBP-especificas podem se diferenciar in vivo em
clones encefalitogénicos ou em clones de células T regulatorias, dependendo do
contexto no qual sdo expostos ao antigeno. A questio pode estar no tipo de ambiente

que os clones auto-reativos encontram na periferia. Assim sendo, o fato da deplecéo
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ocorrer anteriormente ou posteriormente ao tratamento para indugdo da EAE poderia
estar determinando o padrio da resposta obtida.

A este respeito, HSIEH et al., (1996) mostram que as células TyS atuam na
mmunoregulagio da atividade das células Thl através da produgiio de TL-10, durante a
mfecglo por Listeria monocytogenes. Os autores sugerem que as células Ty8 possuem
atividade imunossupressora na infecgfo por patégenos e nas doengas inflamatorias, ou
em sifuac¢des nas quais ocorrem danos teciduais ou ampla ativagio de leucocitos. Isto
seria possivel, segundo os autores, devido ao mecanismo de reconhecimento de
antigenos que células Tyd possuem, que é nfo restrito a0 MHC, e portanto, de mais
amplo espectro.

As células Tyd que regulariam a resposta imune aos neurc-antigenos sio
antigeno-especificas? Considerando-se o aumento da resposta linfoproliferativa a MBP
¢ dos mniveis de anticorpos anti-MBP no soro dos animais yS-depletados e
posteriormente imunizados com MBP/CFA, poderia parecer, a principio, que esta agdo
moduladora no modelo de E.A.E. seria especifica. No entanto, o aumento da resposta
linfoproliferativa a concanavalina A para para estes mesmos animais (figura 4) sugere
que esta agdo moduladora ¢ inespecifica. Esta ultima suposigdo ¢ fortalecida quando
observamos a agdo do anticorpo monoclonal antiTCRYS in vitro sobre a resposta a
concanavalina A de amimais que néio foram submetidos a quaisquer tratamentos (figura
5). Observou-se um aumento crescente da resposta a concanavalina A conforme o
aumento da dosagem do anticorpo in vitro, sugerindo que na situagio onde a
populagdo de células Tyd é reduzida, ou seus produtos sdo bloqueados, ocorre
ativagio celular de forma inespecifica. De acordo com os nossos dados, portanto, essa
atividade moderadora das células Ty seria inespecifica.

MILLER et al (1992), estudando a tolerancia oral a MBP, propds um
mecanismo denominado bystander suppression. O trabalho mostra que, na inducgio de

tolerdncia oral, o tolerogeno estimula os linfocitos de maneira especifica, mas a
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supressio ¢ mediada pela liberag@io de citocinas imuno-supressoras antigeno-
inespecificas, no caso o TGF-B. A exemplo deste mecanismo, o0s nossos resultados
sugerem que as células Tyd cumprem, no modelo de EAE, um papel imuno-
modulador que se efetiva através da liberagdo de citocinas imuno-supressoras
antigeno-1nespecificas. Dentre essas citocinas, provavelmente o TGFB esta envolvido.

O experimento in vivo mostrando que o tratamento com o anticorpo
monoclonal anti-TCRy$ reverte a tolerancia obtida pela administragdo oral de MBP
seria mais uma evidéncia a favor do provavel papel modulador das células Ty no
modelo de EAE. Esses dados sugerem uma provavel regulagio também da tolerdncia
oral aos neuro-antigenos pelas células Ty3. Investigagdes mais aprofundadas seriam
necessarias para esclarecer os mecanismos pelos quais as células Tyd estariam
regulando a tolerancia oral a neuro-antigenos, mas, a principio poderiamos supor que
isto se deve a regulacdo da produgdo de TGF-B.

A nossa hipotese de que as células Tyd regulariam o tipo de ambiente
predominante na periferia do organismo, determinando o padrio de resposta imune a
indugdo da EAE, pressupbe que a deplecio das células Tyd é realmente capaz de
influenciar o padrio de citocinas na periferia do organismo. STANFORD et al., (1996)
mostra que ocorre aumento da produgdo de auto-anticorpos dos isotipos IgGl, IgE e
Ig(G2a em animais af-deficientes indicando uma provavel produgdo de 11.-4 ¢ TFN-y
pelas células Tyd. No nosso trabalho evidenciamos o aumento dos niveis de TNFo e a
diminui¢8o dos niveis de TGF§ para os animais com EAE e também aumento da
resposta linfoproliferativa a concanavalina A de animais submetidos exclusivamente ao
tratamento com o anti-TCRyd. Acreditamos que esta altima informagdo pode ser um
indicio de que a deplegéio das células yd induz uma mudanga do perfil de citocinas na
periferia.

Estas hip6teses sfo necessariamente assunto para estudos posteriores.
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VI - CONCLUSOES

1 - A deplegio dos linfécitos T y3 devida ao tratamento iz vivo com o anticorpo
monoclonal anti-TCRyd 3A10 leva a exacerbagdo da Encefalomielite Experimental

Autoimune, provocando aumento da severidade da doenca e antecipagio no

aparecimento dos sinais clinicos caracteristicos.

2 - Ocorre aumento dos niveis de anticorpos especificos no soro ¢ da resposta
linfoproliferativa especifica para os neuro-antigenos, bem como da resposta

hfoproliferativa inespecifica.

3 - Ocorre aumento da secregdo de TNFa e queda na secregio de TGFp.

4 — Isto posto, conclui-se que os linfocitos T y8 desempenham um papel imuno-
modulador dentro do modelo de Encefalomielite Experimental Autoimune. Esta
atividade moduladora parece ser inespecifica, através da secre¢do de citocinas,

dentre as quais o TGFJ esta envolvido.
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VII - RESUMO

A Encefalomielite Experimental Autoimune é uma doenga que apresenta muitos
aspectos clinicos e histolégicos em comum com a Esclerose Multipla em humanos,
e por este motivo vem sendo utilizada para o estudo da mesma.

O estudo dos mecanismos envolvidos na supressio da EAE, seja através da
administra¢do oral de neuro-antigenos ou na fase remissiva da doenga, revelou que
a supressio ativa é o principal mecanismo imuno-modularor (HIGGINS &
WEINER, 1988; LIDER et al., 1989)

Sabe-se que a indugfio da EAE esta relacionada a clones de células T CD4+ do
tipo Thlauto-reativas a neuro-antigenos, e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-2, TNF-a e IFN-y (NICHOLSON & KUCROOQO, 1996).
Em contrapartida, a supressdo da doenca é mediada por células do tipo Th2 e por
citocinas anti-inflamatérias, tais como IL-4, IL-10 ¢ TGF-B (CHEN et al., 1994;
DRUET et al., 1996)

Foi demonstrado anteriormente o papel das células T yd8 no controle da
autoimunidade (CARDILLO et al,1993) e na tolerfncia imunologica
(McMENAMIN et al, 1994; McMENAMIN et al, 1995; SUZUKI et al., 1995)

No presente trabatho procuramos investigar o papel dos linfocitos T y8 na indugio

de EAE, utilizando o anticorpo monoclonal anti-TCRyd 3A10 para modular essa
populagiio celular. Os resultados aqui obtidos mostram a exacerbagio da EAE nos
camundongos yd-depletados, com aumento da severidade e da incidéncia da
doenga e também antecipagdo do aparecimento dos seus sinais clinicos. Nos
estudos in viiro observou-se aumento da resposta linfoproliferativa para a proteina
basica de mielina (MBP) ¢ da produgdo de anticorpos anti-MBP no soro,
sugerindo aumento da atividade dos clones auto-reativos causadores da doenga.

Houve também aumento da resposta linfoproliferativa a concanavalina A. O estudo
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da produgio de citocinas por células esplénicas dos animais yd-depletados revelon
aumento da secre¢io de TNF-a e diminugdo da secrecdo de TGF-j.

Todos esses resultados sugerem que os linfocitos T y3 exercem uma fungéo
imuno-supressora no modelo de EAE. O aumento da resposta linfoproliferativa a
concanavalina A para os amimais yO-depletados sugere que esta atividade
supressora ¢ inespecifica, a exemplo do mecanismo de bystander suppression
proposto por MILLER et al. (1991) e provavelmente se efetiva através da secregéo

de citocinas anti-inflamatorias, dentre as quais o TGF-B esta envolvido.
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ANEXOS



Dias apés Anti-TCRyd PBS

imunizacie
S.C.M.* S.C.M.*
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0.2 0
13 0,5 0
14 0,5 0
15 0,7 0
16 1,8 0,2
17 2,5 0.8
18 2,6 0,9
19 2.9 1,2
20 2,5 0,9
21 1,2 0,8
22 0,8 0,6

ANEXO 1 - Evolugfio clinica da E.A E. para animais tratados in vivo com
anticorpo monoclonal anti-TCRy3 ou PBS previamente 4 imunizagio com
MBP/CFA . Valores de Score Clinico Médio As diferengas observadas sdo
significantes (p=0,0247)
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Anti-y8 (ug/ml)  EXP#1 (cpm)  EXP#2 (cpm)  EXP#3 (cpm) cpm MEDIA/DESVIO
32 24086 21519 22802,5+-1815
24 27037 22826 22017 23960+-2695
16 22318 19587 20197 20700+-1433
8 25086 16521 21587 21064+-4306
4 24215 18687 19951+-3073
2 18761 17166 17963,5 +-1127,8
0 14610 12048 10799 12485,6 +-1942.8
IgG hamster EXP#1 EXP#2 MEDIA/DESVIO
32 14.788 15.983 15.185 +- 562
24 14.244 15338 14.791 +- 773
16 13.956 14.298 14.127 +- 241
8 12.538 13.335 12.936 +- 563
4 12.944 14.225 13.584 - 905
2 14.311 13.546 13.928 +- 540
0 13.890 14.976 14.433 +- 767

Anexo 3B - Dados experimentais do efeito do anticorpo monocional anti-TCRyd
in vitro na resposta proliferativa a concanavalina A, em animais nio submetidos a
quaisquer tratamentos in vivo.
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DIAS #I1 #11 #I #IV #V  S.CM.

apos *

10 0 0 0 0 0 0

11 0 0 0 0 0 0

12 0 0 2 0 0 04
13 0 0 0 4 0 0.8
14 0 0 0 4 0 0.8
17 0 0 3.5 5 35 2.4
18 0 0 4 5 4 2.6
19 0 25 4 5 4 2.1
20 0.5 3 4 5 4 2.3
21 0 2 3 5 4 2.8
24 1.5 25 3 5 5 3.4
25 1.5 3 3 5 5 3.5
26 0.5 2.5 2 5 5 3.0
27 0.5 2.5 2.5 5 5 3.1
28 0 2 2.5 5 5 2.9
31 0 1 1.5 5 5 2.5
32 0 1.5 2 5 5 2.7
33 0 1 1.5 5 5 2.5
34 0 2 2 5 5 2.8
35 0 1 1.5 5 5 2.5

ANEXO 7B - Dados individuais do grupo de animais tratados in vivo com o
anticorpo monoclonal anti TCRy3 i.p. e PLP oral anteriormente a imunizag&o

com MBP/CFA, *S.C.M. = score clinico médio.



DIAS #1 #I1  #IH #1IV #V  S.CM.
apés *
imuniz

10 0 0 0 0 - 0

11 0 0 0 0 - 0
12 0 0 0 0 - 0

13 0 0 0 0 - 0
14 0 0 0 0 - 0
17 0.5 0 3.5 3.5 - 1.88
18 2 0 3 4 - 2.25
19 25 0 3 3.5 - 2.25
20 3 0 4 3.5 - 2.63
21 2.5 0.5 35 3 - 2.38
24 3 1 3 3 - 2.5
25 2.5 0.5 3 3.5 - 2.38
26 2 0 2.5 3 - 1.88
27 1.5 0 2.5 3 - 1.75
28 1.5 0.5 2.5 3 - 1.88
31 1 0 1.5 2.5 - 1.25
32 1.5 0 2.5 3 - 1.75
33 1.5 0 2 3 - 1.63
34 1.5 0 2 25 - 1.5
35 1.5 0 1 3 - 1.38

ANEXO 7C - Dados individuais relativos ao score clinico da

70

E.A.E., referentes ao grupo de animais tratados in vivo com IgG i.p. e B-PLP

oral, anteriormente a imunizagao com MBP/CFA . * S,C.M. = score clinico

meédio.

T
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DIAS #1 #II #II1 #IV #V S.C.M.
apos *
imuni-

zacio

10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
17 25 2 0 2.5 3.0 2.0
18 3 3 0 3 3.5 2.4
19 4 3.5 0 2 3.0 25
20 3 3 0 L.5 2.5 2.0
21 3 2.5 0 2 1.0 1.7
24 2.5 2 0 1 1.5 1.4
25 0 0.5 0 0.5 0.5 0.3
26 0.5 1.5 0 0.5 0 0.5
27 1 0.5 0 0.5 1 0.6
28 0 0 0 1.0 0.5 0.4
31 0 0 0 1.5 0.5 04
32 0 0 0 0.5 0.5 0.4
33 0 0 0 0.5 0 0.1
34 05 0O 0 0.5 0 02
35 0.5 0.5 0 0.5 0 0.3

ANEXO 7D - Dados individuais de score clinico da E.A.E. para os animais
tratados somente com B-PLP oral, e posteriormente imunizados com MBP/CFA.

*§.C.M = Score clinico Médio.



