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I. INTRODUGAO

A Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) é uma doenca
autoimune que apresenta muitos aspectos clinicos e histolégicos em comum
com a Esclerose Multipla humana, e por isso vem sendo utilizada como modelo

experimental para o estudo da mesma.

A Esclerose Mdultipla (E.M.) & doenga desmielinizante propria de
adultos jovens. Clinicamente apresenta caracteristica de doenca cronica, que
usualmente progride por anos ou décadas, nas formas de surtos e remissées
ou cronica progressiva (NAVIKAS & LINK,1996). Os periodos de exacerbacao
da doenca s&o indesejaveis, pois promovem o declinio da qualidade de vida do
paciente. Atualmente a maioria dos estudiosos enguadram a Esclerose
Multipla como doenga desmielinizante de natureza auto-imune (WAKSMAN,

1985).

A EAE é mediada por linfocitos T CD4+ e consiste em uma reagéo
inflamatéria do sistema nervoso central dirigida especificamente contra os
componentes da mielina. A EAE pode ser induzida em murinos geneticamente
suscetiveis, pela inoculacio de mielina e seus componentes, a proteina basica
de mielina (MBP), a proteolipoproteina (PLP), epitopos encefalitogénicos das
moléculas de MBP ou PLP ou ainda, a transferéncia adotiva de linfécitos T

previamente sensibilizados a esses antigenos (MILLER et al., 1993).

A doenca induzida em camundongos, a exemplo do que acontece

no homem, apresenta periodos de exacerbagéo e remissdo. A EAE pode ser
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igualmente induzida em ratos Lewis. Nestes animais, no entanto, a doencga se
apresenta de forma monofasica, ou seja, apos a inoculagéo do neuro-antigeno,
o animal apresenta um surto muito severo e apds duas semanas se recupera
completamente, nio voltando a apresentar periodos de exacerbacdo da

doenca (LIDER et al.1989).

Recentemente foi demonstrado que a EAE pode ser transferida
passivamente por clones auto-reativos do tipo Th1, mas n&o do tipo Th2. A
indugéo da EAE esta relacionada, portanto, com um perfil de citocinas do tipo
Th1, as citocinas inflamatérias, 112, IFN-y e TNFu, sendo que as mesmas
foram detectadas no SNC durante a fase aguda da doenga. O tratamento in
vivo com anticorpos monoclonais anti-TNFa e anti-IL12, quando administrados
na fase aguda da EAE, reduziram a sua severidade (NICHOLSON &

KUCHROO, 1996).

Uma vez que as doengas auto-imunes resultam , em vias gerais, da
reversdo de folerancia a auto-antigenos, torna-se necessario compreender os
mecanismos de inducio de tolerdncia para se entender as doengas e também

para se chegar a terapéutica das mesmas.

A tolerancia imunolégica pode ocorrer através de mecanismos
centrais e/ou periféricos. A delegdo de clones auto-reativos que ocorre no timo
quando da maturacgdo das células T & um mecanismo central de grande
importancia. Porém, sabe-se que esse mecanismo nao garante totaimente a
tolerancia, uma vez que existem clones auto-reativos a componentes de varios
tecidos, inclusive aos neuro-antigenos, circulando na maioria dos individuos

sdos (OTA et al,, 1990, VACCHIO & ASHWELL, 1994).
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Dentre os mecanismos periféricos ja conhecidos, como anergia,
supressiao ativa e apoptose, sabe-se que a ativagéo preferencial de um ou de
outro mecanismo ocorre na dependéncia de fatores tais como a dosagem do
antigeno, a via de inoculagéo e a forma como ele & apresentado. CHEN ef al.
(1996) mostraram que altas doses do antigeno, administrados oralmente,
ativam preferencialmente a anergia e a apoptose, enquanto que FRIEDMAN ef
al. (1994) mostraram que baixas doses do antigeno favorecem a supressdo

ativa.

Ultimamente, muitas evidéncias vem sugerindo que a apoptose (ou
morte celular programada }) € um mecanismo central na embriogénese e
morfogénese, no desenvolvimento do sistema nervoso , na eliminacido de
células senescentes ou indesejaveis (neoplasicas e outras), na destruicdo de
células infectadas por virus e, ainda na resposta a estimulos agressivos.
Todos estes estudos ressaltam uma distingao clara entre necrose e apoptose.
A necrose & uma forma de morte celular degenerativa e incontrolavel,
provocada normaimente por um estimulo ambiental agressivo: hipertermia,
radiagdo e uma variedade de agentes fisicos e quimicos, entre outros grupos.
A apoptose também pode ser desencadeada por estes agentes, embora em
concentragbes mais baixas, mas & essencialmente um processo fisioldgico. A
morte celular por apoptose envolve o reconhecimento de um sinal especifico e
a intervengao de sistemas complexos de regulacdc (familia bcl-2) e de
execucdo e morte (familia ICE). Este ultimo sistema também intervém na
sinalizacdo de células em morte, facilitando o reconhecimento pelos
macrofagos e permitindo assim a sua eliminagdo sem dano para os tecidos.
Estas caracteristicas fazem da apoptose uma forma de morte silenciosa e

fisiologica (LEITE,1996).
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Estas caracteristicas fazem da apoptose uma forma de morte silenciosa e

fisiologica (LEITE,1996).

O estudo das citocinas secretadas durante a supressdo da EAE
revelou um quadro interessante e, via de regra, bastante coerente com o que
se conhece sobre a biologia das citocinas. O envolvimento de uma citocinas
em particular, o TGFf também esta bem estabelecido. Sabe-se que TGFp pela
sua ac¢ao anti-inflamatéria, é capaz de suprimir a EAE e outras doencgas auto-
imunes. MILLER et al. (1992) mostraram que a administragdo de anti-TGFp in
vivo exacerbava a EAE e também revertia a tolerAncia obtida pela
administrag&o oral do neuro-antigeno, evidenciando a supressdo da resposta
imune in vitro e in vivo através da secrecao de TGFB. KHOURY ef al. (1992)
observaram © aumento da expressido de TGFB no cérebro de animais
oralmente tolerizados com MBP e também de animais com EAE na fase
remissiva. Na sequéncia desses estudos, demonstrou-se que as células
secretoras de TGF[ sdo geradas ainda ao nivel da mucosa do trato intestinal e
ja estao presentes nas placas de Peyer 24 horas ap6s a administracéo oral de
MBP; esta secrecdo de TGFPB mostrou ser dose dependente, diminuindo
conforme o© aumento da dose de MBP administrada (SANTOS et al., 1994).
MILLER et al. (1992) mostraram que, na indugao de tolerdncia oral, o
tolerogeno estimula os linfécitos de maneira especifica, mas a supressio é
mediada pela liberacdo de citocinas imuno-supressoras antigeno-
inespecificas, no caso o TGFp; estas observagdes levaram a proposicdo de
um mecanismo denominado bystander suppression. Esses achados além de

reforgarem a idéia de ambiente e a importancia do mesmo na determinacgéo do
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tipo de resposta que é ativada, apontam mais uma vez o TGFB como citocina
chave na supressdo da EAE. Estes estudos mostram, portanto, que tanto a
supressfo da EAE provocada pela inducdo de tolerdncia @ MBP, quanto os
mecanismos naturais de recuperacdo da doenga, observados na fase de
remissdo, utilizam uma via imunomodulatéria comum que é dependente de

TGFp.

Além da participacdo do TGFp, citocinas produzidas pelos linfocitos
Th2, também modulam a severidade da EAE. Em ftrabalho recentemente
concluido em nosso laboratorio foi possivel demonstrar que a administragéo
oral de MBP, inibe a produg&o de citocinas Th1 (IL-2 e IFNy), ndo modificando
os niveis de IL-4 e IL-10. Mostrou-se ainda, que a administra¢do do anticorpo
monoclonal anti-IL4, reverte o efeito protetor observado pela administracéo
oral de MBP (OLIVEIRA, 1997). Estes dados reforcam que as citocinas
produzidas pelos clones Th2 podem modificar o padrdo Th1 e
consequentemente, modular a severidade da EAE. Também na E.M.,, em
trabatho realizado em nosso laboratorio, foi possivel correlacionar o aumento
de citocinas produzidas por linfécitos Th 1 e a exacerbacdo da doenga

(COSTA, 1997).

Resumindo, temos que as citocinas tipo Th1 estdo associadas com
a patogenia das doencas auto-imunes orgao-especificas como a EAE. Em
contrapartida, as citocinas tipo Th2, e outras nado necessariamente

relacionadas com Th2 e sim com um terceiro tipo celular (Th3), como o TGFj,
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vém sendo associadas com a fase remissiva e com a manutencio da

tolerancia (CHEN ef al., 1996).

Em relacéo ao estabelecimento de supressdo da resposta imune,
pergunta-se que populagéo celular ,estaria envolvida, além das popula¢cdes

de linfécitos T TCR of} ja descritos.

As células TCR y5 vém sendo alvo de extensas investigacdes e as
conclusbes a respeito de sua fungdo parecem ainda bastante controversas.
Menos abundantes nos tecidos linféides em geral, as células T v séo
particularmente abundantes nas mucosas, compondce o chamado “sistema

imune das mucosas”.

Em relacdo a ontogenia das ceélulas Ty, sabe-se que nem todas as
suas sub-populacdes maturam dentro do timo, sendo que as células T 8 timo-
independentes s&o Thy 1 e CD8 aa homodimeros. As sub-populagdes timo-
dependentes completam sua maturagéo dentro do timo e deixam o 6rgdo em
ondas subsequentes. Quando comparado com a linhagem germinativa das
células T aff, o repertério da linhagem germinativa v e § € muito limitado,
consistindo de um pequeno namero de segmentos V. Este fato, aliado a baixa
diversidade dos pareamentos que as cadeias vy e § fazem entre si para formar
os dimeros yd, resuita na formag@o de um repertorio bastante limitado de

células T (HAAS et al., 1993).

Sabe-se que cada sub-linhagem migra preferencialmente para
determinado tecido, em funcdo do que se acredita que cada sub-linhagem

deva apresentar distintas proteinas de ades#&o, as quais seriam responsaveis
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pelas diferencas observadas nos padroes de migrac&o (HAAS ef al., 1993). As
células T ¥& que migram para a epiderme, a vagina, o (tero e a lingua parecem
requerer o timo na sua ontogenia. Enquanto isso, ha evidéncias mostrando
que as células T 3 dos érgaos linféides e do intestino podem maturar

extratimicamente.

A despeito do grande nimero de publicagbes enfocando as células
T v5 , a fungéo desta populagdo celular ndo estd bem entendida. Varios
estudos mostraram que as células T v8 estdo frequentemente associadas in
vivo com as lesdes infecciosas, e in vifro com a resposta a antigenos
bacterianos, incluindo a HSP 60. Em fungdo disto passou a ser aceito
genericamente que as células T yd participem da primeira linha de defesa
contra patégenos infecciosos. No entanto, mais e mais autores vém atribuindo
outras funcdes a estas células, dentre as quais tem se destacado a de

regulagdo da resposta imune.

A interacdco das células TCR y3 com outras células do sistema
imune e a sua importdncia para a modulagdo da resposta vem sendo
constatada por diversos autores. PTAK & ASKENASE (1992) mostraram que
as células T op precisam da colaboragédo das células T yd para transferir
hipersensiblidade de contato. KAUFMANN et al. (1993) mostraram um
aumento na ativacdo das células TCR aff apos o tratamento in vivo com um
anticorpo monocional anti-TCR y8 sugerindo uma importante ag&o moduladora
dos linfocitos T v& sobre os linfocitos af. HACKER ef al. (1995) destacaram

uma acao dos linfacitos T y5 sobre as células B no sentido de inibir a sintese
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de IgG. FU et al, (1994) mostraram que as células T vy atuavam na
imunomodulacéo da inflamacdo , no sentido de prevenir dano excessivo ao

figado durante a resposta imune a Listeria monocytogenes.

Tem sido também proposto que as células T v8 participem
ativamente dos processos de tolerancia e autoimunidade. YUUKI ef al. (1990)
mostraram que as celulas T vd reveriem a anergia de clones de células T af
auto-reativos em animais atimicos de idade avangada. O envolvimento das
células T ¢ diretamente na patogenia das doeng¢as autoimunes tem sido
sugerido, principalmente naquelas que possuem um componente inflamatério
crdnico, como é o caso da Arfrite Reumatdide e Esclerose Muitipia. No
entanto, cabe ressaltar que, de acordo com os dados publicados até o
momento, este envolvimenio € restrito a certos fenétipos de celulas T y3
(WUCHERPFENNIG et al,, 1992; PETERMAN et al.,, 1993; STINISSEN et al.,
1995). No caso da Esclerose Multipla, a presenca de linfécitos TCR y8+ ao
redor dos oligodendrécitos foi detectado em pacientes com a doenga ativa
(SELMAJ ef al., 1991). Porém, WUCHERPFENNIG ef al. (1992) mostraram que

essas células sdo predominantemente TCR V31 ou TCR V32.

HACKER et al. (1995) mostraram que células T 8 antigeno-
especificas regulam negativamente a produgdo de IgG. Com essas
evidéncias, os autores propdem um modelo de fungdo para as células T v
as quais, enfronhadas na rede com outras células do sistema imunolégico,
atuariam como reguladores negativos da resposta imune. Em relacdo a
presenga das celulas TCR yd nos sitios inflamatérios , nas doencgas auto-

imunes ou na resposta imune a microorganismos, os autores sugerem que a
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atividade dessas celulas nao esta dirigida para 0s microorganismos invasores
ou aos auto-antigenos, mas para células que reagem especificamente com os
mesmos. Sugerem também, que esta a¢do moduladora possivelmente se
efetive através de mecanismos tais como producéo de citocinas que regulam
a atividade de outras células. Ainda com relag@o a ag&o dos linfécitos y6 sobre
as células B, STANFORD et al, (1996) mostraram que as células T vé séo
capazes de regular a atividade de céluias B auto-reativas no modelo Lupus
Eritematoso Sistémico, uma vez que animais yd deficientes, apresentam

aumento da producdo de auto-anticorpos.

CARDILLO ef al (1993) mostraram que animais infectados
experimentalmente com T.cruzi vao perdendo a funcéo supressora das células
T v8 com o avango da idade, sendo esta perda de fungdo associada ao
aparecimento de auto imunidade, sugerindo uma importante participacao

dessas células no controle da autoimunidade.

SUZUKI et al. (1995) estudando os linfécitos intraepiteliais TCR y&+
(IEL Tvd) da mucosa uterina, sugeriram que estas células desempenhem uma
funcao fisioloégica ao invés de defensiva durante a gravidez. Ao evidenciar que
os |[EL T y8 da mucosa uterina, suprimem in vilro a resposta de células
estimuladas pelos antigenos paternos, os autores mostram que tais células T
vé tém um papel fundamental na manutengéo da gravidez, no sentido de

suprimir a resposta imune materno-antifetal na inferface mae-feto.

McMENAMIN et al. (1995) em modelo de inalagdo de antigenos

protéicos, para estudo de hipersensibilidade imediata, mostraram que a
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tolerdncia obtida apbés a inalagdo de OVA podia ser transferida para um

animal recipiente normal através de linfocitos T CD8 + v§ esplénicas.

Em trabalho recentemente realizado em nosso laboratério
DOMENICI (1997) mostrou que a deplecédo de células T 8 leva ao aumento da
severidade da EAE, acompanhado de aumento da resposta proliferativa e dos
niveis de anticorpos especificos para MBP. A autora mostra ainda, que a
deplecao de linfécitos T TCR v8 in vivo induz aumento da producéo de TNFa

com reducado dos niveis de TGFp.

Em termos de apresentacao do antigeno pelos linfécitos T TCR v§,
a literatura encontra-se dividida. Alguns autores mostraram que essa
populagdo celular pode reconhecer o antigeno sem a participacdo das

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade. Outros autores, no
entanto, acreditam que a exemplo da populagdo off os antigenos sao
apresentados as células T y6 em associacdo com as moléculas do MHC. Ha
concordéncia, no entanto, sobre a forte reatividade das células y5 aos
antigenos derivados de micobactérias. Foi descrito que os linfocitos T TCR v
do timo de murinos neonatos, respondiam a uma “heat shock protein” 60 e que
hidridomas yo eram ativados, liberando niveis elevados de IL-2, quando
estimulados com PPD (O'BRIEN et al. 1993). Este mesmo grupo de autores
mostrou a ativacéo de hibridomas de y8 por um peptideo (180-196) de PPD

(BORN et af., 1990).

Com relagdo ao modelo de EAE, a indugdo da doenca tanto em

ratos como em camundongos é depedente da presenca de adjuvantes na
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emuisédo imunizante. O Mycobacterium tuberculosis (Mt) € rotineiramente
utilizado como agente imunopotenciador na inducdo da EAE. Por outro lado,
algumas evidéncias demonstraram que a pré exposi¢céo de animais (ratos e
camundongos) ac adjuvante completo ou a Mt, induzia resisténcia ao
desenvolvimento da EAE (Mc PHEE & MASON, 1990; HEMPEL et al,, 1985).
Posteriormente, BEN-NUN et al. (1993) mostraram que a pré exposicéao dos
animais a Mt cu a um fragmento de 12 KDa, derivado de PPD, induzia

resisténcia a EAE.

Estas observagGes nos levaram, a estudar a possivel associagdo
entre a pré-exposicao aos antigenos derivados de Micobactérias e a ativagao
da funcéo supressora dos linfocitos T y& na evolugdo clinica da EAE. Fomos
capazes de demonstrar que a prévia exposigdo dos anirmais aos antigenos de
Mt, PPD e peptideos derivados de PPD, levam a reducio da severidade da
EAE, associada ao aumento da populacdo de linfécitos T y8 (DIAZ
BARDALES, ef al. 1997 ). Estes dados reforcam as observagbes de
DOMENICI (1997) sobre o importante efeito supressor da populagdo de

linfocitos T TCR v3 na EAE.

Diante destas evidéncias no presente estudo tivemos como objetivo
aprofundar o conhecimento da participagao das células T TCR v8 no modelo

da EAE, estudando os items que segue.
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il. OBJETIVOS

1- Estudar, em termos quaniitativos a populagao de linfécitos T v3,
no modelo de EAE induzida em ratos Lewis, antes, durante e ap6s

a recuperacéo da doenca.
2- Quantificar os niveis de TGFp nas diferentes fases da doenca.

3- Verificar se os linfécitos T yd sao responsaveis, pelo menos em

parte, pela produgao de TGFp.

4- Estudar o indice de apoptose dos clones auforreativos a MBP

nas diferentes fases clinicas da EAE.

5- Verificar a possivel participagdo do TGFJ na inducdo de

apoptose dos clones auto-reativos a MBP.
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Ill. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de experimentagdo

Foram utilizados ratos da linhagem Lewis, fémeas de oito semanas
de idade, obtidos do laboratério Harlan-Sprague Dawley USA e mantidos
durante a fase de experimentacdc no bioctérioc do departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia sob condi¢des

convencionais.

3.2. Antigenos

Foi utilizado a Proteina Basica de Mielina purificada do cérebro de
cobaia, segundo o método de DEIBLER ef al. 1972; os niveis de proteinas das
amostras foram dosadas pelo método de LOWRY ef al. (1951) com

modificactes.

3.3. Reagentes

3.3.1. Anticorpos

Para o ensaio de Citometria de Fluxo foram utilizados os seguintes

anticorpos: anticorpo monocional anti-TCR y8 (camundongo anti-TCR y3 de
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rato), marcado com fluoresceina (FITC), anticorpo monoclonal anti-igG de

hamster marcado com fluoresceina (Pharmingen, CA, USA).

3.3.2. Citocinas

Para o estabelecimento da curva padrdo referente ao nivel da
citocina estudada, foi utilizado o© seguinte recombinante: TGF-1

recombinante humano (Genzyme, MA - USA).

3.4. Indugéo ativa da EAE em ratos Lewis

Os animais foram imunizados com GP-MBP (50 ug/animal) em

adjuvante completo de Freund (CFA) via subcutdnea nas patas posteriores.

3.5. Avaliagédo da Evolugdo clinica da EAE

Os ratos foram avaliados diariamente iniciando 9 dias apds a
imunizacdo de GP-MPB/CFA, para 0s sinais clinicos da EAE. A avaliagao foi

feita da seguinte forma:

grau 0: nao doente;

grau 1: perda de tdnus da cauda;

grau 2: fraqueza parcial dos membros posteriores;

grau 3: paralisia severa dos membros posteriores;

grau 4: paralisia severa dos membros posteriores e anteriores;

grau 5: morte.
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3.6 Obtencgéio das células mononucieares dos linfonodos ou esplénicas

Baco e linfonodos axilares foram removidos assepticamente e
colocados em placas de Petri estéreis, contendo meio RPMI; as células foram
liberadas cuidadosamente utilizando pequenas peneiras estéreis. As células
isoladas foram colocadas em tubos de ensaio estéreis e lavadas por 3 vezes
com soluc&o salina de Hank’s e centrifugadas por 10 minutos a 1,500 rpm a
cada lavagem. No caso das celulas do bago, ap6s a primeira centrifugacéo o
botdo celular foi tratado com tampéo de lise com o objetivo de se eliminar as
hemacias. As células foram lavadas por 3 vezes com solugdo de Hank's e
ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma-USA) enriquecido com soro fetal
bovino a 5% (Microbiolégica-RJ) e 4,25 mg/ml de gentamicina. Para determinar

a viabilidade celular usou-se 0 método de exclusdo com Azul Trypan.

3.7 Quantificagado da populagiao das células T TCR y5

As células T TCR y5 foram fenotipadas através de Citometria de

Fluxo.

A suspenséo celular obtida como descrito, foi ajustada a uma
concentracdo de 4x10° cél/ml. Para a coloracdo simples, 500 pl foram
colocados em cada frasco tipo éppendorf, ao qual se adicionou 5ul do
respectivo anticorpo marcado; no caso, anticorpo monocional anti TCR y5 de

rato marcado com FITC ou IgG de hamster marcado com FITC (controle); a
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uma das amostras ndo se adicionou anticorpo algum (absoluto). As amostras
foram incubados por 40 minutos em banhc de gelo. Apds o periodo de
incubagao, centrifugaram-se os tubos em microcentrifuga por 10 minutos a
1500 rpm. Cada botao celular foi lavado por trés vezes com solugao salina de
Hank’s, centrifugando-se por 10 minutos a 1500 rpm em cada lavagem, logo
apos, os botbdes celulares foram ressuspendidos em 1 ml de formalina 10% em
PBS e as amostras foram analisadas em Citdmetro de Fluxo B/D Scalibur do

Hemocentro da UNICAMP.

3.8. Producgao de TGFp

A suspensdo celular foi ajustada para concentragdo de 2 x 10°
ceélulas/ml e cultivadas em placas para cultura de células de 24 pocos (Costar,
USA) em meio RPMI 1640 (Sigma Co., USA) enriquecido com 5% de soro
bovino fetal (Microbiologica, RJ), 4,25 mg/ml de gentamicina e 1% de
glutamina 0,2M e 2-Me 1:5000. Apds colocadas nas placas, as células foram
incubadas em estufa com sistema de CO, a 37°C por duas horas, apds o que
retirou-se cuidadosamente o meio de cultura e as células ndo aderentes e
acrecentou-se igual volume de meio contendo LPS, na conceniracdo de
S5ug/mi. Este procedimento visa obter uma cultura predominantemente de
macréfagos. Para obtenc&o de sobrenadante de linfocitos, a suspenséao celular
foi estimulada com Con A (25 ug/mi ). Os sobrenadantes foram recothidos
apbs 72 horas de incubacio em estufa com sistema de CO, a 37°C, coletou-se

o sobrenadante, centrifugou-se a 1200 rpm por 10 minutos
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Para e estabelecimento da curva padrdo referente ao nivel da
citocina (TGF) foi utilizado o recombinante TGF-81 recombinante humano

(Genzyme, MA-USA).

3.9 . Determinacgio dos niveis de TGF-

Os niveis de TGF B no sobrenadante de cultura foram
determinados afravés de ensaio biologico. Células da linhagem CCL-64
(MILLER ef al., 1992) foram colocadas em meio de cultura a uma concentracéo
de 1 x 10° células/ml. Colocou-se 200 pi da suspensdo por pogo em uma
microplaca para cultura de 96 pogos, a qual permaneceu 18 foras em estufa
com sistema de CO, a 37°C. Apds isso, retirou-se cuidadosamente 100u! de
cada poco e adicionou-se igual volume de cada amostra de sobrenadante de
cultura. Para a determinagcdo da curva padriao utlizou-se o TGF
recombinante humano, nas concentragdes de 20 ng/ml a 0.01 ng/ml. Incubou-
se a microplaca por 24 horas em estufa com sistema de CO, a 37°C. Apos este
periodo, adicionou-se a cada pogo timidina tritiada (1uCi/pogo), incubando-se
a placa por 18 horas. Para lavagem das células, adicionou-se 200ul/pogo de
tripsina (1:250) com o objetivo de romper a aderéncia das células; o excesso
do material radioativo foi retirado lavando-se as células em um coletor (Cell
Harvester-modelo 200 A- Cambridge Technology Inc., USA) e colocadas em
tubos padronizados na presenga de 2 mi de liquido de cintilagdo. O contelQdo
radioativo foi determinado em Cintilador Beta (Beckman LS 6000 Series

Scintilation System).
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3.10 . Expansaio dos linfécitos T TCR vy3

Apbs obtencdo dos linfécitos de acordo com o item 3.6, a
concentracdo foi ajustada para 2 x 10° células/mi e a suspensdo celular foi
distribuida em microplacas de 24 pocgos e estimuladas com PPD, pois é
caracteristica das células T 8 a forte reatividade aos antigenos derivados de
micobactérias. As placas foram incubadas em estufa com sistema de CO; a
37° C por 96 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi substituido por
meio RPMI completo enriquecido com 20% de TCGF (meio enriquecido
contendo 1L-2) de ratos Lewis. E assim, a cada 48 horas o meio era substituido
e as células expandidas por 16 a 18 dias. Apos esse tempo foi realizado
fenotipagem para os linfécitos T TCR y8 e estimulagdo com anticorpo

imobilizado.

3.11. Estimulagéo das céiulas T TCR y5 com anticorpo monoclonali

imobilizado na microplaca

Utilizou-se o método de ativac@o das células T yd pelo anticorpo
monoclonal imobilizado. Esse procedimento se baseia na observagao gue

placas de poliestireno podem adsorver proteinas e que o fragmento antigeno-

ligante (Fab) do anticorpo séo retidos. Sendo assim, este fendmeno foi
aplicado para a separacdo de subpopulacdes de linfocitos (KUHNLEIN et al.

1994).
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Em placas de cultura de 96 pogos foram colocados 100ul de
anticorpo monoclonal anti TCR y8 purificado (Pharmingen , USA) numa
concentracdo de 10ug/ml, em PBS. Deixou-se incubar por 24 horas a 4° C.
Apés este tempo, as ligagbes inespecificas foram blogueadas com PBS
contendo 10% de soro bovino fetal. As células, previamente expandidas por
estimulagdo com PPD, foram adicionadas por 6 horas e apés este tempo, as
células que n&o aderiram ao anticorpo foram retiradas. Este processo de
separacido celular ¢ descrito como panning. Adicionou-se meio de cultura
enriquecido com TCGF e as células estimuladas pelo anticorpo foram
cultivadas por 72 horas. Apds este tempo, o sobrenadante foi retirado para a

determinagdo de TGFB (KUHNLEIN et al. 1994).

3.12. Obtencgio da populagio enriquecida de linfécitos T TCR 5 +

(linfécitos intraepiteliais da mucosa intestinal de rato Lewis)

Os linfécitos intraepiteliais da mucosa intestinal foram obtidos de
acordo com FUJIHASHI ef al. 1992. Os animais foram sacrificados
imediatamente retirado o intestino delgadc e colocado em placa de Petri
contendo meio de Hank's. O intestino foi cortado em pedagos de 1 cm e
lavados com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Apés retirar-se as placas de
Peyer, os pedagos de intestino foram abertos longitudinalmente para remogao
do excesso de muco interno e com ajuda de um émbolo foram macerados para
desprender as células do tecido. Nesta etapa, verificou-se a presenca dos

linfécitos ao microscopio. Apos este processo, as células foram filtradas em
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um funil forrado com uma fina capa de |a de vidro com a finalidade de reter o
muco € posteriormente as células foram centrifugadas por 20 minutos a 1500
r.p.m.. O bot&o celular foi lavado e ressuspendido em meio RPMI enriquecido
com 5% de SFB e 4,25 mg/mi de gentamicina, as células foram separadas em
gradiente de Percoll e recolhidas na interface de 44/67%. A concentracdo
celular foi ajustada para 1 x 107 cél/ml. A porcentagem das células que foram
usadas na transferéncia adotiva, foi determinada por analise de citometria de
fluxo.sendo que essas preparacdes celulares continham cerca de 60% de

linfécitos T TCR v3 (apéndice figura 11).

3.13. Transferéncia adotiva de células

Para o ensaio da franferéncia adotiva de células, cada um dos
recipientes recebeu 1 ml/animal de linfécitos intraepiteliais, a uma
concentragcdo de 1 x 107 cél/ml via intraperitoneal, em trés doses
administradas em dias alternados,sendo a Ultima dose 24 horas antes da
imuniza¢cdo com GP-MBP/ CFA. Os animais controles foram imunizados com a

mesma dose de antigeno. Foram estudados pelo menos 5 animais por grupo.

3.14. Determinagédo de Apoptose

Para determinacdo de apoptose, foi utilizado um kit da Pharmingen,
APO-DIRECT, que consiste em marcar DNA fragmentado com nucleotideo

trifosfato deoxiuridine conjugado com FITC ( FITC-dUTP), reacéo catalisada
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pelo enzima Terminal desoxinucleotidil Transferase (TdT). As células
apoptoticas se coram com FITC, enquanto que as nao apoptdticas, por
apresentar o DNA integro, ndo incorporam o FITC-TdT. Procedeu-se a leitura

em Citébmetro de fluxo.

Suspensdes de células obtidas de acordo com o item 3.6 foram
incubadas em placas de 24 pocos, numa concentracéo de 3 x 10° células/ml e
estimuladas com GP/MBP (25 ug/mi)}, TGF- (20 ng/ml), ou sem estimulo, por
96 horas, em estufa com sistema de CO, a 37°C. Apds esse periodo, as
células foram cothidas para tubos eppendorf e foram ressuspendidas em 0,5
ml de PBS. Essa suspensdo de células, foi fixada adicionando-se 5 mi de
solucdo de PBS + paraformaldeido a 1% e coiocadas em banho de gelo por 15
minutos. Apos esse periodo, as células foram centrifugadas por 5§ minutos a
1500 RPM e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas com PBS
por duas vezes e ressuspendidas novamente com PBS a qual se adicionou 5
ml de etanol gelado e guardadas na geladeira, pelo menos, por 24 horas. Apos
esse procedimento de fixacdo das células, iniciou-se o processo de coloracao

das mesmas.

Para © processo de coloragdo, as celulas dos controles positivo e
negativo, e as amostras experimentais foram centrifugadas por 5 minutos a
1500 RPM, para remover o etanol e ressuspendidas em PBS, as quais foram
lavadas 2 vezes. Apbs esse processo de lavagem, 50 ul da solugdo de
coloragéo foi incorporado as amostras e aos controles positivo e negativo e
incubados por 80 minutos a 37°C. Ao final da incubacdo,as células foram

lavadas por duas vezes e ressuspendidas na solucdo PlI/RNase e incubadas
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no escuro por 30 minutos em temperatura ambiente. As células foram
analisadas na solugéo de PI/RNase, por Citometria de Fluxo, no Citdmetro de

Fluxo B/D Scalibur no Hemocentro da UNICAMP.
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IV. RESULTADOS

Encefalomielite Experimental Autoimune Iinduzida em Ratos Lewis

Os animais {pelo menos 5 por grupo) foram imunizados com GP-
MBP/CFA e a evolugao clinica da EAE foi acompanhada durante 30 dias
(apéndice). A figura 1 e a tabela | (no apéndice) mostram que os sinais
clinicos da doenc¢a, comecam a aparecer em torno do 9° dia apoés inducao da
EAE e atingem o pico maximo em torno do 15° dias ap6s a indugéo da mesma.
A partir dai a doenca regride acs poucos e desaparece completamente por
volta do 20° dia, ndo voltando a apresentar picos de exacerbacdo. Temos ,

portanto, um Unico e severo pico da doenca durante toda a vida do animal.

Porcentagem de Linfécitos T TCR y3 nas diferentes fases clinicas da EAE

Este grupo de experimentos foi conduzido no sentido de verificar
se ha associacdo enire a atividade clinica da doenga e a porcentagem de
linfocitos T TCR v8. Assim, a populacdo de linfécitos T TCR v8 foi verificada

nos diferentes dias ap6s a imunizacao.

Na figura 2 e tabela Il (no apéndice} podemos observar a
variacdo na porcentagem das células T TCR v3 de ratos Lewis 10, 20, 30 dias
apds imunizacdo. Mesmo considerando a variabilidade entre os diferentes
individuos, pode-se observar o aumento gradativo da populagao de células T

TCR 8, atingindo os valores maximos na fase de recuperagido da doenga,
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sendo que nessa fase esse aumento atinge niveis estatisticamente
significativos (p < 0,01), quando se compara com a porcentagem de células T

vd do grupo de ratos Lewis normais ( tabela lil ).

Efeito da Tranférencia Adotiva de Linfécitos T TCR v5 na severidade da

EAE

Uma vez que estamos pesquisando a atividade supressora das
células T vé na EAE, estes experimentos foram realizados com ¢ objetivo de
verificar se os linfécitos T TCR y8 adotivamente transferidos, modificam a
severidade da doeng¢a. Os resultados apresentados na figura 3 e tabela VI do
apéndice mostram que a tranferéncia de 1 x 10’ linfécitos/animal, contendo
acima de 50% de células T TCR ¥3 (figura 11-Apéndice) antes da imunizacéo
com GP-MPB/CFA, leva a significativa reducdo da severidade da EAE (p<

0,05).

Niveis de TGFp nas diferentes fases clinicas da EAE induzida em ratos
Lewis

A participacdo do TGFB na redugdo da severidade da EAE foi
previamente demonstrada (MILLER ef al. 1993). Este grupo de experimentos
foi conduzido no sentido de se quantificar os niveis de TGFB nas diferentes

etapas clinicas da EAE.

A molécula de TGF B € constituida de tal forma, que essa citocina
pode ser encontrada no organismo, na forma ativa e inativa. Os efeitos

biolégicos do TGF B sdo observados quando a molécula é ativada e esse
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processo pode ser conseguido através da acidificagéo, contato célula -célula,
efeito enzimatico, etc. Em termos de quantificacio, sabe-se que a forma inativa
da molécula nao se liga aos anticorpos, sendo necessaria a pré-acidificagio
do meio, que muitas vezes ativa /n vitro a molécula, sem que esse fendmeno
esteja ocorrendo in vivo. O método bioldgico traduz o estado de ativagédo da
molécula de TGF B. No entanto, tem as desvantagens dos métodos bioldgicos,

que é a grande variabilidade nas determinacées.

O TGF B pode ser produzido, entre outras células, por macréfagos
e linfécitos T CD4, T CD8, desta forma as células dos ratos Lewis imunizados
com GP-MBP/CFA foram estimuladas tanto por LPS como Con A e o0s niveis
de TGF B, posteriormente dosados. Na figura 4 e na tabela IV (no apéndice)
pode-se observar que os niveis de TGFf dos animais com EAE no pico da
doencga, apresentaram sensivel diminui¢do da producdo de TGF B quando as
células foram estimuladas por LPS e Con A. Apesar de no 20° dia os animais
ja estarem clinicamente recuperados, ndo se observou aumento significativo
da producdo de TGF B, tanto pelas células T como pelos macréfagos (p<
0,05). A producdo de TGF B aumenta no 30° dia apdés imunizacdo
(aproximadamente 10 dias apds a recuperacdo clinica) e é significativamente
maior que os niveis apresentados pelos animais normais tanto guando as

células foram estimuladas por LPS ou Con A (p >0,05).

Producio de TGFJ pelas células T TCR v

No sentido de verificarmos qual a participagdo das células T TCR

vd no aumento dos niveis de TGFB observados, linfécitos T TCR 8 foram
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estimulados com Mt, com o objetivo de aumentar esta popuiacdo celular.
Posteriormente, a populacio enriquecida de células T vd do bago de animais
normais e imunizados com GP-MBP/CFA foi cultivada sobre anticorpo
monoclonal anti-TCR y§ imobilizado na placa de cultura. Este procedimento
leva & ativacgao das células T y8 com consequente producdo de TGF B. O meio

de cultura onde estas células foram cultivadas estava enriquecido de 20% de

TCGF, contendo IL-2.

Quanto a produgdo de TGFp pela populacéo de células T v8 a
figura 5 mostra que a ligag@o dos receptores TCR 8 ao anticorpo especifico
imobilizado na microplaca, foi suficiente para ativar a producao de significativa
quantidade de TGFp pelas células T v obtidas de baco de ratos Lewis

normais.

Quando se quantificou a produgéo da citocina das células T v& de
animais imunizados, no entanto, o padrdo observado foi semelhante ao
apresentado pelas células T e macréfagos apenas no que se refere ao 20° dia
apo6s a imunizagao, quando se verifica acentuado decrescimo da producio de
TGF B (p<0,05). Os niveis observados no 10° dia (doenga em atividade) e no

30° dia (doenca em regressio) ndo diferem em termos estatisticos (p>0,05).

Indugio da Apoptose dos Clones Auto-reativos 3 MBP nas diferentes

fases clinicas da EAE

Com o intuito de explicar os mecanismos pelo qual o TGFB, liberado,

pelo menos em parte, pelas céluias T TCR y3 protege os animais da EAE,
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estudamos, o efeito dessa citocina, sobre 0s clones autorreativos. Na figura 6
apresentamos os niveis de apoptose de animais normais e imunizados com

GP-MBP/CFA acompanhados ao longo da evolucio clinica da EAE.

As células esplénicas de ratos Lewis normais ou imunizados com GP-
MBP/CFA foram retiradas nas diferentes fases da doenca e estimuladas in vitro
com MBP. Os niveis de apoptose foram quantificados. Quando se analisa os
niveis de apoptose das células esplénicas normais ( ¢ e d ) pode-se verificar
um discreto aumento da porcentagem de apoptose pelas células normais
cultivadas em presenga de MBP (6,15%). Células retiradas no décimo dia,
quando a severidade da EAE é maxima, apresentaram moderada porcentagem
de apoptose (5,63%) na auséncia do estimulo com MBP in vitro ( e [ f).
Quando se analisa a porcentagem de apoptose das ceélulas retiradas no
vigésimo dia, com tudo, significativo aumento dos niveis (14,4%) se observou,
quando as ceélulas foram estimuladas in vifro com MBP (g e h). Praticamente
nio se observa apoptose nas células esplénicas que foram retiradas no

trigesimo dia, ou seja, 10 dias ap6s a recupergao clinica da EAE (e / h).

Niveis de apoptose de células esplénicas de animais imunizados com GP-

MBP e animais normais cultivados na presenca de TGFp ¢ MBP.

Este grupo de experimentos foi realizado com o objetivo de estudar a
participagao do TGFp, secretado em maior quantidade na fase de recuperacgéo

da EAE, sobre a indug&o de apoptose dos clones autorreativos. Na figura 8
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mostramos os dados referentes as culturas de células de animais imunizados
com GP-MBP/CFA, retirados na fase de recuperacio da doenca, cultivados na
presenca de TGFJ (a), onde se verifica significativo aumento da porcentagem
de apoptose (33%) quando se compara ao controle do experimento (11%). Na
figura 10, os dados estdo apresentados como a diferenca entre as
porcentagens (a — c) ou seja, 22%. A figura b, contida na figura 8, mostra que
ha redugdo dos niveis de apoptose quando as células sensibilizadas a MBP,

sio cultivadas tanto na presenca de TGF como do neuro-antigeno.

No entanto, considerando-se a diferenca entre o experimento base (13%),
ainda se tem uma resposta aumentada em relacédo a populagdo de células
sensibilizadas estimuladas com MBP (c) ou seja, 7%. Esta diferenca se torna
mais expressiva quando &€ comparada aos resultados obtidos em animais
normais. Nas figuras 9 e 10 podemos observar que as células normais quando
cultivadas na presenca de MBP in vifro nao apresentam apoptose, quando se
considera a diferenca entre as porcentagens e os niveis de base ( 0% - a — d).
Quando se compara os niveis de apoptose das células normais e células
sensibilizadas a MBP cultivadas na presenca de TGFB mostramos que essa
citocina foi capaz de induzir consideravel aumento da morte celular em
imunizados, na fase de recuperacédo da doenga. Os dados s&o significativos
quando se compara com os niveis de apoptose obtidos quando as células sdo
cultivadas a’penas na presenca do neuro-antigeno. Muito interessante foi
observar que na presenga do neuro-antigeno e TGFB houve redugio dos
niveis de apoptose nas células dos animais imunizados, mas pbéde-se observar

aumento discreto dos niveis nas células de individuos normais (figura 10).
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ratos Lewis imunizados com GP-MBP/CFA.
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V.DISCUSSAO

A Encefalomielite Experimental Autoimune induzida em ratos Lewis &
caracterizada por um periodo monofasico de exacerbagao da doenga. Como
mostramos na figura 1, apdés a inoculagdo do neuro-antigeno, o animal
apresenta um surto muito severo e se recupera completamente, nio voltando a
apresentar a exacerbacdo, mesmo que se faga outro desafio com o neuro-

antigeno ( WELCH et al. 1980; WILLENBORG, 1979).

Os mecanismos responsaveis pela recuperacio da EAE ainda néo
estdo totalmente entendidos, mas a importancia do conhecimento dos
mesmos € Obvia, uma vez que o controle dos surtos na Esclerose Multipla, tem
sido o motivo de estudo de quase todos os grupos de pesquisa preocupados

com esta doenca.

A maioria dos autores concorda que o periodo de exacerbacgéo,
tanto da EAE como da Esclerose Multipla esta relacionado com a perda da
fungao supressora, que o sistema imune normalmente exerce sobre os clones
de linfécitos reativos a mielina e/ou aos seus componentes. A correlagio entre
o periodo de recuperacgdo da EAE e ativacdo da funcfo supressora ou a
delecdo dos clones autorreativos, tem sido proposta por alguns grupos de
pesquisadores. Com o melhor entendimento das interacbes celulares e a
biologia das citocinas ficou muito dificil entender os resuitados desses
complexos mecanismos, que resultam na tolerAncia aos proprios
componentes, como fungédo de uma Unica célula supressora. Assim, entende-

se atualmente, que os mecanismos de tolerdncia aos antigenos proprios
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resultam de complexas interacdes entre o antigeno, a forma como 0 mesmo e

apresentado e os produtos celulares decorrentes dessa apresentacéo.

Varios mecanismos foram propostos para explicar a tolerdncia aos
autoantigenos, que leva a reducdo da severidade da EAE, no modelo
experimental ou no homem. A imunorregulacdo através da polarizagdo da
producdo de determinadas citocinas, a anergia e delecdo dos ciones

autorreativos sao os melhores estudados.

Esta bem aceito na literatura, que a EAE é causada por linfocitos T
CD4 do tipo Th1 (KUCHROO et al. 1993). Na administracdo oral de derivados
da mielina, que visa induzir tolerGncia aos neuroantigenos, foi demonstrado
que a administracdo de MBP levava a ativacéo de células T CD8+ associada a
reducdo da severidade da EAE em ratos lewis (LIDER, ef al. 1989).
Eventualmente, demonstrou-se que essa supressao se devia a maior produgéo
de TGFB (MILLER et al. 1993). Em trabalho recentemente realizado em nosso
laboratorio, observou-se que a inducdo de tolerdancia oral 4 MBP inibe a
producéo de citocinas pelas células Th1, ndo interferindo com a producéo de

citocinas pelos linfécitos Th2 (OLIVEIRA, 1997).

A inibicdo da EAE esta associada também com a anergia dos clones
autorreativos. Foi demonstrado que a inibigdo da ligacdo das moléculas co-
estimulatérias B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) com o receptor CD28, induzia um
estado de anergia clonal, resultando na protecéao contra a doenga. Os autores
mostraram que este estado de anergia, favorecia a produgao de citocinas Th2,
que estdo envolvidas na redugdo da severidade da EAE (KUCHROO &
NICKOLSON, 1996).



53

Esses mecanismos podem estar agindo simultaneamente. Na inducao
de tolerdncia oral, a ativagdo de mais de um mecanismo foi descrito. CHEN ef
al (1996) mostraram que altas doses do antigeno ativam tanto anergia como a
apoptose dos clones autorreativos. MC COMBE et al. (1996) mostraram que a
recuperac@o espontdnea da fase aguda da EAE em ratos Lewis estava
associada com a perda de linfécitos T do sistema nervoso central,
visualizando no local da inflamagao a presenca de ceélulas apoptéticas,
sugerindo que a eliminagéo de células T por apoptose poderia contribuir para

a recupercéao do animal.

Paralelamente as atividades atribuidas aos linfocitos T TCR of, nos
ultimos cinco anos, mais € mais autores vém descrevendo a possivel funcao
supressora exercida pelas células T yd tanto nos modelos de tolerdncia como
na autoimunidade. Nas doengas autoimunes do sistema nervoso central, a
participacdo das células T y3 tem gerado dados conflitantes na literatura.
Devido a presenca de células T v8 nas lesdes desmielinizantes, o
envolvimento dessa populagao celular na patogenia da doenga foi proposto
por alguns estudiosos. No modelo experimental, RAJAN et al (1996)
mostraram que a deplec¢ao dos clones de linfécitos T TCR v8 de camundongos
com EAE leva a uma acentuada melhora clinica, implicando essas células na
patogenia da doenga. Na Esclerose Multipla, SELMAJ ef al 1991)
demonstraram a presenca de linfocitos T TCR 98 ao redor dos
oligodendrécitos, em pacientes na fase ativa da doencga. Em estudo posterior
foi demonsirado que esses linfocitos eram predominantemente do tipo TCR

V&1 ou TCR V62 (WUCHERPFENNIG et al. 1992).
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A simples presenga das células T yd nas lesfes desmielinizantes,
no entanto, n&o necessariamente implica estas células na génese da doenca,
Deve-se levar em conta, que embora o repertdrio da populacao de linfocitos T
v8, seja mais restrito que o das células T of, as subpopulacgdes de T v
existem, inclusive, com padrao de migragdo diferentes. PETERMAN ef al.
(1993) mostraram que o padrdo de células T y8 envolvidas na destruicdo
tecidual da articulacado de pacientes com Artrite Reumatdide, era diferente da

populagdo circulante.

Dados obtidos em nosso laboratério, assim como no de outros
grupos, apontam para importante funcao supressora exercida pelas células T
v8. DOMENICI, 1997 mostrou que a deplecao in vivo de linfécitos T TCR v9, na
EAE induzida em camundongos SJL, levava a significativo aumento da
gravidade da EAE. Demonstrou também que a deplecdo das células T v
levava a aumento da sinfese de anticorpos anti-MBP e a proliferagdo de
linfocitos especificos para a MBP mostrando que a retirada dessa populagéo

celular, aumentava a resposta blastogénica de clones autorreativos.
Paralelamente, a retirada das células T yd induzia aumento da produgéo de
citocinas pro-inflamatérias como TNF o e reducdo da sintese das citocinas
com efeito anti-inflamatério, no caso o TGFB. Dando continuidade a essas
observacoes, fomos capazes de demonstrar que a ativacéo das células T TCR
v8, por antigenos derivados de Micobactérias, ievava a aumento da populagao
das células T y8 com acentuada redugdo da severidade da EAE (DIAZ

BARDALES et al 1997). Em concordancia com essas observagtes,

KOBAYASH! et al (1996) mostraram o agravamento da doenga pela
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administracac in vivo de anticorpo monoclonal anti-T TCR v3, com
concomitanie aumento dos niveis de IFN vy, citocina com efeito pro-inflamatério,
implicada na génese da EAE. Todos estes dados concordam com a atividade
supressora das células T y3 no modelo da EAE, e mostram a coérencia dos
dados que apresentamos na Figura 2 e 3, onde pode ser observado
significativo aumento da populag¢éo de células T vd no periodo de recuperacio
da doenca. Observa-se também reducéo da severidade da EAE quando as

células T yd foram transferidas adotivamente, antes da indugéo da doenca.

Diante dessas observacdes, nossa préxima preocupacdo foi
estudar a producado de TGFp tanto nas diferentes fases clinicas da doenca,

como pela populacéo de linfécitos T TCR yd +.

A producao de TGFB, no modelo da EAE, ndo fem seu efeito
benéfico somente no sentido de suprimir a resposta imune dos clones auto-
reativos aos neuro-antigenos mas esta envolvida na diferenciagdo dos
oligodendrécitos participando, portanto, nos mecanismos de remielinizacao
(BENVENISE et al. 1997). Os dados apresentados na figura 4, portanio, estao
coerentes com a literatura, pois mostram significativo aumento da producgao de
TGFB na fase de recuperacéo da EAE induzida nos ratos Lewis. O TGFB pode
ser produzido por uma variedade de células. Os macréfagos quando ativados
produzem consideravel quantidades de citocinas ( ASSOIAN et al. 1987). A
produgao de TGFp tanto pelos linfécitos T CD4+ (CHEN et al. 1994) como
CD8+ foi demonstrada apo6s a indugdo de tolerancia, com administracéo oral

de MBP (MILLER ef al. 1993). Nos dados apresentados, as células tanto foram
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estimuladas /n vifro com lipopolissacaride para ativar a producdo de TGFp
pelos macrofagos, como por mitbgeno de célula T (ConA), analisamos
também a producdo espontdnea, ou seja a producdo fisioldgica, que
independe de estimulo /in vitro. Tivernos como resultado o aumento significativo
dessa citocina, na fase de recuperacao da doenca, quando as células foram
estimuladas pelos dois tipos de mitdgeno. Vale a pena mencionar que este
aumento foi gradativo, ou seja, o pico de producdo de TGFp foi observado dez

dias ap6s a recuperacao clinica dos animais.

No sentido de confirmar a participacdo das células T y8 na
producdo de TGFp, foram retirados os bacos de ratos Lewis nas diferentes
fases da doenga, as células T y5 foram separadas por panning e estimuladas
através de crosslinking, do receptor y& com o anticorpo monoclonal anti T TCR
vd imobilizado na placa de cultura. Este procedimento € normalmente utilizado
para a ativagcio das células T através de estimulo dos receptores para o
antigeno e foi previamente descrito tanto para os receptores de células T TCR
ofy positivas, como para os linfécitos que expressam os receptores T TCR v8
(KUHNLEIN, ef al. 1994). Verificamos que a estimulagdo com o anticorpo
especifico levou a aumento da producéo de TGFp tanto no grupo de animais
imunizados com a MBP como nos animais controle. Os niveis de TGFp do
grupo de animais em recuperagdo néo diferiram em termos estatisticos, do
grupo de animais normais. Células que produzem altos niveis de TGF B in
vitro, normalmente tém sua atividade e proliferacdo inibida pela propria

liberacao dessa citocina (SANTOS ef al. 1994), desta forma é necessario



57

esclarecer que nesse grupo de experimentos as células foram cultivadas em

meio enriquecido com IL-2.

Esse grupo de experimentics mostra que mesmo as celulas T v8
de animais normais tém capacidade de produzir niveis aumentados de TGF B,
justificando desse modo a funcéo supressora que exerce no modelo da EAE.
Esses dados estdo em concordancia com os achados de SUZUKI ef al. 1995
que verificaram que os linfocitos intraepiteliais TCR y8 da mucosa uterina,
produzem elevados niveis de TGF B, no sentido de suprimir a resposta imune
na interface méae-feto. S&o dados que explicam também os resultados da figura
3 onde mostramos que a fransferéncia adotiva de linfécitos intraepiteliais do
intestino delgado, podem reduzir a severidade da EAE. Nossas observacgdes
sdo reforcadas pelas de GORCZYNSKI et al(1996), que mostraram que a
transferéncia adotiva de linfécitos T TCR v8 levava & maior aceitacdo de
transplante de pele, devido a aumento da producéo de TGF B por essa

populacao celular.

Paralelamente a sintese de citocinas com efeito imunorregulador, a
delecao de clones autorreativos a MBP, por apoptose, pode resultar na
recuperacdo da EAE ( MC COMBE et al. 1996; PENDER ef al,, 1991; PENDER
et al., 1992; SCHMIED et al. 1993, TABI! ef al. 1994; TABI ef al. 1995 ). Na
figura 7 estdo os dados referentes a nossa experiéncia no estudo desse
mecanismo. Fomos capazes de mostrar, a exemplo dos demais autores, que

ha significativo aumento da apoptose dos clones sensibilizados a MBP na fase
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de recuperacao da EAE. Nosso proximo passo foi associar a delecdo dos

clones autorreativos com ¢ aumento da producao de TGF B.

Sabe-se que a apoptose pode ser induzida ativamente pela agéo dos
glicocorticoides (NGUYEN et al. 1997), pela agao de toxinas bacterianas, heat
shock profein e estimulagado dos receptiores de antigeno, acao de virus, por
insuito, como pela agio de baixas doses de radiagio; as células podem ainda
morrer pela privacdo de fatores de crescimento e pela acdo das citocinas

(LEITE et al. 1996).

Mais @ mais a literatura vem mostrando o envolvimento das citocinas na
inducdo ou resgate da apoptose ( GOLD ef al. 1997). Com relacao ao TGF,
ha uma série de evidéncias da participacdo dessa citocina na indugdo de
apoptose em varios tipos celulares inclusive os linfocitos( GOLD et al. 1997).
Desta forma, conduzimos nossos experimentos no sentido de verificar in vifro
se a producio aumentada de TGF[, observada na fase de recuperacdo da
EAE, estava envolvida na delecao de clones de linfocitos autorreativos a MBP.
Na figura 10 mostramos que linfocitos de animais previamente imunizados com
MBP/CFA, retirados na fase de recuperacao da doenc¢a, quando cultivados
tanto na presenca de TGFB como do auto-antigeno tém aumentada, de forma

signficativa, a morte celular.

Nossos dados mostram que a adigdo exdgena de TGFB as culturas de
células esplénicas de animais imunizados com GP-MBP/CFA leva a um
significativo aumento dos indices de apoptose, quando comparado aos niveis

apresentados pelas celulas normais. Muito interessante foi observar que a
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adicdo do neuro-antigeno (MBP) a essas céluals, resultam na redugao dos
niveis de apoptose, quando comparada a observada com a adicado de TGFp .
Sabe-se que a IL-2 & responsavel pelo resgate da morte celular programada
dos linfécitos T. Trabalhos classicos mostram que a retirada de IL-2 leva
clones de linfocitos T a entrarem em apoptose (COHEN, 1991). E possivel que
a IL-2, produzida na fase de ativac&o das células T pelo neuro-antigeno, seja
respansavel pela redugio dos niveis de apoptose, induzida pela TGFp . E
importante notar que mesmo levando-se em consideragido esses mecanism;)s,
a adigdo do neuro-antigeno também foi capaz de induzir a apoptose em niveis
superiores aos observados para céluias normais. Fomos capazes de observar
também, que mesmo células normais quando estimuladas por MBP na
presenca de TGFp apresentam niveis discretos de células no processo de
apaoptose, E possivel que algumas células autorreativas a MBP, que
normatmente circulam mesmo em individuos normais, possam, explicar este
fenémeno. No entanto, a maior importancia fisioldgica para o mecanismo de

apoptose deve ser a delecio dos clones autorreativos a MBP.

Os dados aqui apresentados nao sao suficientes para estabelecer uma
relacdo direta_entre as células T v e a delegdo dos clones autorreativos. E
possivel que oufros mecanismos estejam envolvidos, uma vez que a funcao
citotoxica dessa populacao celular também foi descrita (HAAS ef al. 1993). No
entanto, mostramos que as células T +v8 contribui para maior produgdo de
TGFp e essa citocina por sua vez, esteja envolvida na delecdo dos clones

autorreativos a MBP.
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Os dados apresentados no presente trabalho mostram que as
interacbes entre as células e os produtos secretados sdo extremamente
complexos e diferentes mecanismos podem estar atuando simultaneamente,
resultando tanto na estimulagdo como na delegéo dos clones autorreativos. A
polarizagdo de determinados mecanismos podem resultar no controle ou
delecdo desses clones muitas vezes refletindo clinicamente na recuperacéo
dos individuos. S&o observacdes que eventualmente poderdo ser utilizadas no

entendimento dos surtos observados na Esclerose Mdltipla humana.
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VL. CONCL USOES

Os dados apresentados no presente trabalho nos permitiram concluir que:

1. A populacdo de linfécitos T TCR v3 esta significativamente aumentada no

periodo de recuperagado da EAE, quando comparada com a porcentagem do

periodo inicial da doenca ou com a apresentada pelos individuos normais.

2. Os niveis de TGFp quantificados também variam. Verificamos aumento

significativo dessa citocina no periodo de recuperagao da EAE.

3. Os linfocitos T TCR y3 secretam TGFB, tanto de animais normais como dos
animais imunizados com GP-MBP/CFA in vitro, quando ativados por anticorpo

anti-TCR ya.

4. A delecdo dos clones autorreativos a MBP, por apoptose, € um dos
processos de eliminagao de linfocitos que ocorre no periodo de recuperacao

da EAE induzida em ratos Lewis.

5. Células sensibilizadas a MBP, quando cultivadas in vifro na presenca de

TGF B, apresentam aumento dos niveis de apoptose.
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TABELA | Evolugéo clinica da EAE em Ratos Lewis.
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dias apos animais
imunizagéo
1 B In v v Vi SCM
g 0 0 0 0 0 0
10 1 1 1] 0 2 06
11 2 2 2 - 3 - 1,5
12 3 3 3 - 3 - 2
13 3 4 3 - 3 - 22
14 3 4 4 - 4 - 25
15 4 4 4 - 4 - 2.7
16 4 3 3 - 4 - 23
17 4 2 2 - 2 - 1,6
18 4 1 1 - 1 - 1,1
19 - 0 0 - 1 - 0,1
20 0 0 - 1 - 0,1
21 - 0 0 - 0 - 0
22 - 0 0 “ 0 - 4]
23 - 0 4] - 0 - 0
24 - 0 a - o - 0
25 - 0 4] - 0 - 0
25 - 0 0 - 0 - a
27 - 0 4] - 0 - 0
28 - 0 0 - 0 - g
29 - a 0 - 4 - o]
30 - 0 0 - ; - 1]




TABELA Il. Porcentagem dos linfocitos T TCR v5 de ratos Lewis imunizados com

GP-MBP/CFA (50 ng/ml) 10, 20 e 30 dias apods imunizagio.
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Dias ads imunizagio animais % células T TCR 5 Madia e Desvio Padrao
10 ' - 22 3414
il 2
H 35
v 2.4
\Y 6,2
Vi 23
20 | 52 12,8/6.6
it 48
11l 11
v 19
\Y 228
Wi 14,2
3o | 16,6 18,395
1l 87
] 30,12
v 224
v N2
Vi 66

TABELA lll. Porcentagem de linfécitos T TCR y6 de ratos Lewis normais.

animals % oélulas T TCR v&
| 28
1 35
] 56
v 10,5
i 48
Vi 36
Média e Desvio Padrao: 5,¥2.6
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TABELA IV. Niveis de TGFp (pg/ml) obtido no sobrenadante de cultura de linfécitos
de ratos Lewis normais e imunizados com GP-MBP/CFA, estimulados com LPS,
ConA ou sem estimulo 10, 20 e 30 dias apds a imunizagio.

N.D. = Nao detectavel

Dias apés Animais Estimulados com | Estimulados com | Sem estmimulo
imunizagdo LPS ConA
Normais ] N.D. N.O. N.D.
il 10 50 N.D.
il 5006 50 50
v 5000 10 50
v 1000 53 N.D.
WY 1000 50 N.D.
M=2001 M=35 M=16.,6
10 i 1000 N.E. N.D.
il 50 50 10
H 100 1000 N.D.
Y 500 5000 10
V' 500 50 10
Vi 1000 1000 10
m=523 m=1183 m=6,6
20 I 1000 N.D. 50
1 1000 10 N.D.
e N.D. 1000 10
v 1000 1000 50
\ 1000 1000 N.D.
Vi 1000 100 N.D.
M=833,3 M=604 M=18.3
30 | 10 500 10
1l 1000 1000 10
1l 10000 10000 N.D.
v 1000 1000 N.D.
v 10000 5000 N.D.
;‘ Wb Vi 5000 1000 N.D.
) M=4666 6 M=3083,3 M=33
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TABELA V. Niveis de TGFp obtidos no sobrenadante de cuitura de linfocitos totais
de ratos Lewis normais e imunizados com GP-MBP/CFA, 10, 20 e 30 dias apos
imunizagao, estimulados com o anticorpo monoclonal anti TCRy3, imobilizado na

placa de cultura.

dias apds imunizagdo Animais TGF3 (paimh
anli TCR y& + anti TCR y6 -
Normal i 20000 500
! 5000 N.D.
1] 20000 1000
3% N.D. N.D.
v 10000 5000
Vi 5000 1000
M = 10000 M= 1175
10 ! 1000 1000
1 5000 N.D.
mo 20000 1000
A 20000 5000
v 1000 N.D.
A 1000 N.D.
M = 8000 M =1166,6
20 I 500 50
11 5000 1000
] 1000 10
v 5000 10
v N.D. N.D.
\7l 1000 1000
M = 2083,3 M= 345
30 | 100 50
' il 3000 N.D.
i 10000 100
iV 10000 1600
A 10000 1000
Vi 5000 10
M= 66833 M= 360
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TABELA VI. Evolugéo clinica da EAE de ratos Lewis que receberam adotivamente

os linfocitos T TCR va.

Transferéncia adotiva de células
Imunizados com GP-MBP/CFA
dias apds imunizagdo numero de ratos
| Il ] S.C.M.
10 0 0 0 0
11 0 0 0 g
12 1 1 1 1
13 1 2 2 16
14 2 1 2 1,6
15 2 1 2 1,6
16 1 0 1 0.8
17 0 Q 1 03
18 0 0 0 ¢!
19 0 it 0 ¢
20 0 0 0 0
21 0 o 0 0
22 o lig & i3
23 o a 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 0 0
26 Q 0 0 0
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Counts
140 B
53.5 %
J 127
G4
o0
0 o _l'\')J_kL‘E‘:LL-u etk
10 103 1 0= 103

Figura 11. Porcentagem de linfocitos T TCR y8 da mucosa intestinal (IEL)de
ratos lLewis usados no experimento de franférencia adotiva de

celulas.



69

Counts
3I507 -— —
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Figura 12 . Porcentagem de linfécitos T TCR y8 antes e apds estimulo com

Mt.
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Vii. RESUMO

A EAE é uma doencga autoimune causada por linfécitos T CD4 +. Pode
ser induzida em animais geneticamente susceptivies através da imunizacéo
com mielina ou seus componentes, ou ser transferida passivamente para
animais normais através de clones autorreativos aos componentes da mielina.
E utilizada coma modelo para a estuda da Esclercse Miltipla Humana. A EAE
induzida em ratos Lewis é caracterizada por se apresentar como doenca
monofasica, isto &, apdés a inoculagdo com o neuroantigeno, o animal
apresenta um Unico e severo pico da doenca, se recupera e ndo volta mais a
apresentar periodos de exacerbacgdo. Varios autores tém demonstrado o
envolvimento das células T TCR y3, citocinas como o TGFp, e delegéo dos
clones autorreativos por apoptose no modelo de EAE. Desta forma, no
presente trabalho demonstramos que as células T TCR 3 estao
significativamente aumentadas no periodo de recuperacdo da doenga e que
esta populac&o celular secreta TGF 3, citocina que também esta envolvida na
recuperagdo da mesma por seu efeito regulador do sistema imune. Foi também
demonstrado que a recuperagdo do animal é devido a delegdo dos clones

autorreativos por apoptose.
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