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I - Imtroducio

A caracteristica que distingue os linfécitos das outras células do sistema imune
¢ a propriedade de responder ao antigeno de forma especifica. Os linfocitos T apresentam na
superficie celular receptores ( TCR ) que reconhecem o peptideo antigénico associado as
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade ( MHC ). Os linfécitos T tém

origem na medula 6ssea e sofrem maturacfio no timo.

No timo, apés o rearranjo dos genes que codificam o complexo TCR, as células
sdo submetidas a dois processos de selego: selegdo positiva, que garante que o repertério de
linfécitos T seja restrito ao complexo principal de histocompatibilidade e a selegdo negativa
que elimina ou inativa clones potencialmente auto-reativos garantindo, desta forma, a
maturagdo de células tolerantes aos componentes do organismo. Células potencialmente auto-
reativas , po entanto, podem deixar o timo e circularem normalmente na periferia, onde,
gracas aos mecanismos de tolerfincia periférica, nio causam maiores danos ao organismo,
salvo nas situagdes onde a tolerdncia ¢ quebradae ha o surgimento das doengas auto-imunes
{ VACCHIO & ASHWELL,1994 ).

Os estudos da indugfio de tolerancia periférica tiveram inicio nos meados deste
século, quando OWEN em 1945, estudando rejeigio de transplantes em bezerros gémeos
dizigotos, que compartilhavam do mesmo suprimento sanguineo, observou que a exposicfio a
células alogeneicas de um gémeo, levava a maior aceitagdo do transplante no segundo. Estes
dados mostravam que, em determinadas circunstncias, o sistema imune poderia aceitar
células alogénicas como proprias. Posteriormente, BURNET em 1949, expande o termo de
discriminagfo do “self” e nfio “self” pelo sistema imune, sugerindo que a exposigio de um
antigeno durante a fase de desenvolvimento, torna o organismo tolerante ao mesmo, pelo resto
da vida ( WEINER et al, 1994 ).

Vérios mecanismos so responsaveis pela manutencio da tolerincia periférica,



entre os mais estudados podemos citar a, deleciio de clones auto-reativos, anergia clonal ou a
imuno regulagio por produtos celulares, como as citocinas { VACCHIO & ASHWELL, 1994;
YANG etal, 1995).

A delecio clonal, principalmente através da apoptose, é o principal mecanismo
de eliminagfio dos clones autoreativos no timo. No entanto, mecanismos de destruigio de
clones autoreativos também sfio observados na periferia, normalmente devido 4 morte celular
programada. Os mecanismos que levam & indugfio da morte celular programada ainda ndo
estéo bem conhecidos, mas sabe-se que altas doses do antigeno ou mesmo super-antigenos
podem causar a delecio de linfocitos maduros na periferia ( KRUISBEEK & ANSEN,
1996 ).

A possibilidade de existir outros mecanismos envolvidos em manter a
toleréncia periférica, além da delegio clonal foi considerada, uma vez que individuos sadios
apresentavam células T e B que reconheciam os antigenos proprios. Na anergia clonal,
observa-se que linfécitos T imunocompetentes que conseguiram escapar a selegfo negativa no
timo, migram para a periferia mas néo respondem ao antigeno especifico. Para a célula T ser
ativada ndo ¢ suficiente a ligagio do TCR com o antigeno especifico complexado as
moléculas do MHC de classe I ou II, mas sfio necessarios outros sinais co-estimulatérios
provenientes da interagdo de moléculas acessérias da superficie dos linfocitos T que se ligam

as outras complementares, localizadas nas células apresentadoras de antigeno.

Os receptores CD28/CTLA4, sdo glicoproteinas expressas na superficie de
linfcitos T de humanos e de murinos, e sua fungfo, entre outras, é estimular o contato das
células T com as celulas apresentadoras de antigeno, desenpenhando papel importante no
desenvolvimento ¢ ativagio das células T. Trabalhos recentes mostram que estas moléculas
tém papel fundamental no desenvolvimento e diferenciagio dos subtipos Thl e Th2
( LENSCHOW et al., 1996 ). As moléculas complementares B7-1 e B7-2 estiio presentes nas
células que desempenham a fun¢do de apresentar antigenos aos linfécitos T, assim como nas
células B ativadas, células de Langerhans, células dendriticas, macréfagos ativados, células T

e em uma variedade de oélulas tumorais. Estudos revelam que a expressdo e regulagfio de B7-



1 e B7-2 sdo dependentes de citocinas { LINSLEY & LEDBETTER, 1993 ). A interacfo
destas moléculas CD28/CTLA-4 com B7-1 ou B7-2 significa o segundo sinal necessério para
iniciar uma resposta imune { KHOURY et al, 1995 ). A secrecio de citocinas que
eventualmente participarfio da ativagio linfocitaria, normalmente ocorre apds a ligago do
antigeno-MHC e células T, complementada pela ativagfio das moléculas co-estimulatorias.
Portanto, a interrupcdo da ligagio de CD28/B7 pode inibir a proliferacio de células T, e em
alguns casos induzir a nfio resposta antigeno especifica ou anergia. Assim, anergia clonal ¢é
entendida atualmente como um estado de nfo resposta dos linfécitos T, caracterizada pela
auséncia de proliferagio, producio de IL2 e diminuig¢Sio da expressdo de receptores para IL2
( GILBERT, 1994 ).

Citocinas s@io polipeptideos soliveis que controlam o crescimento,
diferencia¢io e fung@o da maioria dos tipos celulares e desempenham papel importante como
mediadores da inflamacgdo. Com seus sinais interativos, as vezes s8o estimulatdrias e outras
vezes inibitorias; as citocinas sdo responsaveis pela comunicacfo entre as células do sistema
imune e agem ligando-se a receptores de alta afinidade existentes nas células. Com o melhor
entendimento da biologia das citocinas, varios aspectos da indugfio de tolerdncia periférica

estio sendo elucidados.

A maturidade do sistema imune, a concentragfio, a natureza do antigeno, se
solivel ou particulado, € a via de administragfio parenteral ou oral parece favorecer um ou
outro mecanismo de induglo de tolerdncia. Foi demonstrado que altas doses do antigeno
favorecem os mecanismos de anergia, para a inducgio de tolerdncia, enquanto o0 mesmo
antigeno em pequenas doses induzem imunoregulagfo através da liberagio de citocinas com
efeito imunossupressor ( FREEDMAN et al., 1994 ).

A indugfio de tolerdncia, pela administrac3o oral do antigeno, foi descrita pela
primeira vez por WELLS em 1911, com a prevengfio de reagGes anafiliticas em cobaias, pela
prévia administragiio oral da proteina de ovo. Em 1946, CHASE suprimiu reagdes de
sensibilidade de contato, também em cobaias, administrando oralmente dinitrofluorbenzeno
( DNFB ) ( WEINER et al.,1994 ) . Nos anos 70, e inicio dos anos 80, a tolerdncia oral foi



estudada, geralmente através da administra¢iio de altas doses de ovoalbumina ou hemacias de
carneiro. Recentemente, o estudo da indugéo de tolerincia a auto-antigenos volta a despertar
interesse nos pesquisadores, diante do fato de servir como alternativa terapéutica, em certas
doengas autoimunes como a Esclerose Miuiltipla, Diabetes Mellitus, Artrite Reumatoide,
Tireoidites de origem autoimune e Encefalomielite Experimental Autoimune ( WEINER et
al., 1993; WEINER et al.,1994 ).

A Encefalomielite Experimental Autoimune ( EAE ) é um dos modelos mais
estudados de doenga autoimune experimental. A EAE ¢ uma doenga mediada por linfocitos T
CD4+, que podem ser ativados pela imunizagdio com mielina ou seus componentes come a
Proteina Basica de Mielina ( MBP ), peptideos derivados de MBP, proteolipoproteinas e seus
componentes, ou pode ser passivamente transferida para animais normais, por linfécitos T
CD4+ especificos para MBP e PLP ( ZAMVIL et al, 1985; BEN NUN & COHEN, 1982;
HOLOSHITZ et al., 1993 ). O estudo da EAE tem se mostrado extremamente 4til, pois tem

servido de modelo experimental para o entendimento da Esclerose Multipla humana.

A Esclerose Multipla ( EM. ) é uma doenga que normalmente acomete adultos
jovens, sendo caracterizada patologicamente pela inflamagdo e desmielinizagio de multiplas
areas do cérebro resultando clinicamente em disfun¢ic neurologica, normalmente na forma
de surtos e remissdes, que progridem para a incapacidade fisica e eventualmente a morte. A
causa da E.M. ¢ desconhecida, estudos imunolégicos, no entanto, sugerem que a mesma seja
causada por processos autoimunes ( McFARLIN & McFARLAND, 1982; WAKSMAN,
1985 ). Como a maioria das doengas autoimunes de etiologia desconhecida, nfio se sabe como
a resposta imune aos antigenos proprios tem inicio, embora infecgio viral, em individuos
geneticamente sensiveis, acontecida durante a  infincia e adolescéncia, possa
ser responsabilizada ( WUCHERPFENNING & STROMINGER, 1995 ).

Com relagho ao modelo experimental, a EAE pode ser facilmente conseguida
em ratos e camundongos através da imunizaciio com mielina e seus componentes. O modelo
obtido em ratos, apresenta a doenga de forma monofasica, ou seja, o animal imunizado

apresenta um episédio da doenca, mas em duas semanas consegue se recuperar e dificilmente



volta a apresentar novos surtos. A EAE induzida em camundongos, apresenta periodos de
exacerbagio e remissfio estando, portanto, muito proxima da doenca manifestada em
humanos (ORTIZ-ORTIZ & WEIGLE, 1976; FRITZ et al,, 1983 ).

Os mecanismos imunolégicos envolvidos nos surtos e remissdes nfio estdio
completamente entendidos e tém sido a motivagio de estudo de vérios centros de pesquisas,
dada a sua importancia no controle da doenga no homem. A explicagio mais aceita pelos
especialistas € que durante a fase de exacerbagfio o individuo apresenta deficiéncia da fungio
supressora, que normalmente atua sobre os linfocitos T CD4 auto-reativos para os

componentes da mielina.

Utilizando 0 modelo de EAE em ratos Lewis e em camundongos SJL/J, foi
demonstrado que a administragdo oral de MBP, induzia tolerdncia nos animais, suprimindo,
de forma efetiva, o desenvolvimento da doenca. Os autores mostraram que o mecanismo
principal de indugfo de tolerancia era devido 2 ativagdio de linfocitos T CD8+, uma vez que a
transferéncia dessas células de animais que receberam MBP oralmente, protegia os animais
recipientes do desenvolvimento da EAE ( LIDER et al., 1989 ). Dando continuidade a esse
trabalho, os autores fizeram uma importante observagdio que denominaram de “bystander
suppression”. Ainda no modelo de ratos Lewis, foi demonstrado que a ligagéio do tolerdgeno,
com os linfocitos T era antigeno especifica, mas a supressfio observada era resultado da
liberagiio de citocinas supressoras como TGFB (Transforming Growth Factor )y ( MILLER
etal, 1992; MILLER et al,, 1993; AL-SABBAGH et al., 1994 ).

O TGFB ¢ citocina com conhecido efeito imunossupressor, produzido por uma
variedade de células incluindo linfécitos B, T CD4 e CD8, células NK e macréfagos ativados.
Além da atividade supressora, o TGFB inibe a adesdio das células T e neutréfilos as células
endoteliais, limitando assim o recrutamento e a migragio de células inflamatorias através da
barreira hemato-encefalica. Foi observado que, apés a tolerizaco oral com MBP, ratos Lewis
apresentam diminui¢o significativa de células e citocinas supressoras como TGFB, IL4 e
PGE2 ( KHOURY et al., 1992 ).



Uma vez que o antigeno administrado por via parenteral, nfio leva aos mesmos
resultados que o administrado por via oral, os autores decidiram estudar a participaco das
células linféides das placas de Peyer de animais oralmente tolerizados com MBP. Verificou-
se, entdo, que as células epiteliais da mucosa intestinal constitutivamente expressam antigenos
de classe II do complexo principal de histocompatibilidade, podendo apresentar a MBP a
clone de linf6citos especificamente sensibilizados. Os autores mostraram ainda que as células
epiteliais do intestino delgado exercem importante fungfio supressora da resposta  imune
através da produgio aumentada de  prostaglandinas E2 ( SANTOS et al, 1990 ).
Dando continuidade a esse estudo, foi demonstrado também que os linfocitos das placas
Peyer, de animais oralmente tolerizados com MBP, liberam niveis aumentados de TGFB
quando em contato com o tolerégeno. Mostrou-se ainda, que estes linfocitos quando
adotivamente transferidos, protegiam os animais recipientes do desenvolvimento da
EAE ( SANTOS et al,, 1994 ).

Embora a supressiio da EAE nos animais oralmente tolerizados com MBP seja
uma realidade, ficava a pergunta de como um antigeno protéico soltivel passava a barreira
géstrica para ativar a fungio supressora dos linfocitos. Assim, foi investigado o efeito dos
diferentes peptideos da molécula de MBP, em relagio a producdo de TGFB. Foi demonstrado
que o fragmento nfio encefalitogénico da molécula de MBP ( 21-40 ) suprime a EAE
quando administrado oralmente, estimulando a produgfio de TGFB. Por outro lado, os epitopos
encefalitogénicos da melécula de MBP, principalmente o peptideo 71-90, ndo induziam
fungdo supressora { MILLER et al., 1993 ).

Esta série de evidéncias, somada as de outros autores, sugere a importéncia das
células supressoras ou citocinas com agdo supressora, no controle dos surtos e remissées na
EAE. O modelo Thl/Th2 para diferenciagio dos linfécitos T CD4 propde que apos a ligacdo
com antigeno, células T helper diferenciam-se em duas sub-populagles, que sdo
caracterizadas pelo padrfio de citocinas secretadas. Os linfocitos Thl secretam principalmente
IL2 e IFNy, ativam macréfagos ¢ mediam reagdes de hipersensibilidade do tipo tardio. Os
linfocitos CD4 Th2 produzem IL4, IL5 e IL10, sdo importante na sintese de IgE e podem

suprimir a resposta imune celular. As citocinas produzidas por cada um dos subgrupos de



linfocitos T atuam como seu proprio fator de crescimento, assim como podem regular
negativamente o desenvolvimento ¢ func@io do subtipo oposto. Este modelo de regulacfio
cruzada tem sido ufilizado, com sucesso, para explicar varios fendmenos imunologicos,
principalmente a resposta imune a agentes infecciosos ( MOSMANN et al., 1986; SEDER&
PAUL,1994 ). A polarizagio de um ou outro fenétipo também parece ser extremamente

relevante nos mecanismos de autoimunidade.

Recentemente foi descrito que linfocitos T CD4, especificos para os
componentes da mielina, do subtipo Thl e nfio Th2, podem causar EAE ( RACKE et
al., 1994 ). Estes achados, entre outros, apoiam a conclusdo de que a EAE, assim como outras
doengas autoimunes Orgdo-especificas, sdo causadas por clones de linfécitos auto-reativos que
apresentam o padrdo Thl. Com base nessas observagbes, supde-se que nos modelos de
doengas autoimunes Orgdo-especificas, as células Th2, com a mesma especificidade para o
antigeno, deveriam ter efeito oposto no desenvolvimento da doenga. Os resultados obtidos
em vérios laboratérios, no entanto, foram conflitantes { KHORUTS et al., 1995 ). No modelo
para EAE, a transferéncia de clones Th2, especificos para os neuro-antigenos, ndo foi capaz
de proteger contra a doenga. Estudiosos somente conseguiram protegfo contra EAE quando
clones Th2, especificos para componentes da mielina foram transferidos juntamente com
clones Th3 ( produtores de TGFS } ( CHEN et al., 1994 ). A administracfio, “ir vivo”, de
citocinas produzidas pelos linfocitos Th2, como a IL4, IL10 e IL13, no entanto, resultou na
melhora clinica, diminui¢io da desmielinizacfio e indugdio de células ThZ ( RACKE et al,,
1994 ).

Diante da importante contribuicio das citocinas, no controle das doengas
autoimunes, o presente trabalho teve como objetivo, verificar como a administraciio oral da

MBP, modifica o padriio das citocinas produzidas pelos linfécitos Thi e Th2.



OBJETIVOS



II- Objetivo

No presente trabalho estudamos como a administragio oral de neuro-antigenos

pode modificar a produciio de citocinas produzidas pelos linfocitos Thl ¢ Th2



MATERIATS E METODOS



ITE- Materiais e Métodos

3.1 - Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos da linhagem SJL/J, fémeas de 8 a 12 semanas,
obtidos dos laboratorios Harlan Sprague Dawley - USA. Os camundongos imunodeficientes
“nude” utilizados foram provenientes do Centro Multidisciplinar de Bioterismo ( CEMIB ) do
Campus da Universidade Estadual de Campinas ( UNICAMP ). Durante a fase de
experimenta¢fo os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia e

Imunologia, sob condigdes convencionais.

3.2 - Neuro- antigeno

Foi utilizado MBP (Proteina Basica de Mielina), purificada de cérebro bovino. A
MBP foi preparada segundo o método de DEIBLER et al., 1972. Os niveis protéicos foram
quantificados segundo indicagbes de LOWRY et al, 1951 a leitura realizada em

espectrofotdmetro a 650 nm.

3.3 — Anticorpos

Para os ensaios de ELISA de captura, foram utilizados os seguintes anticorpos
monoclonais : purificados Rato anti-camundongo IFNy (clone R4- 6A2), anti- 1.2 (clone JES-
1A12), anti- 114 (clone BVD4- 1D11) e anti- IL10 (clone JESS- 2AS) . Biotinilados : Rato
anti-camundongo IFNy, IL2, IL4 e IL10 com os respectivos recombinantes. Para detecgiio de
anticorpos anti- MBP e isotipos da IgG através do método ELISA, foram utilizados anticorpos
anti-camundongos conjugados com peroxidase IgGl, IgG2a, IGg2b, 1gG3 e IgE. Todos os
anticorpos foram obtidos comercialmente da Pharmingen CA, USA. Anticorpos anti CD4+ e
CD8+ anti - camundongos marcados com FITC foram obtidos da Pharmingen CA, USA.
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3.4 - Expanséio do clone celular 11B11 produtor do anticorpo monoclonal anti- IL4

O clone celular 11BI1 foi cultivado em meio de RPMI 1640( Sigma
Chemical Co,USA ), enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Microbiolégica, RJ), 4,25
mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina a 0,2mM e 2 Mercaptoetanol ( 2ME ) diluido 1:100.
As células foram colocadas em garrafas para cultura de células de 50 mi ( Costar, USA ), com

repiques a cada 48 horas.
3.5 - Produciio do anticorpo monoclonal anti- L4

Foram utilizados animais imuinodeficientes (“nude mice™), machos e fémeas de
8 a 12 semanas de idade, obtidos junto ao Centro de Bioterismo da UNICAMP. O clone
11B11 na concentracdo de 1x10° células/m! em meio de RPMI 1640, foi inoculado em
camundongos nude por via intraperitoneal. Apds 10 a 15 dias recolheu-se o liquido ascitico
dos animais e procedeu-se a precipitagio do anticorpo, utilizando uma solugfo saturada de
sulfato de amoOnio. As amostras foram diluidas 10 vezes e dialisadas com tampéo PBS até que
o excesso de sal fosse completamente removido. Finalizando o processo, as amostras foram
filtradas em membrana Millipore, e os niveis de proteina quantificados através do método de
Lowry com leitura a 650 nm. As amostras de concentragdo conhecida foram separadas em

aliquotas de 1ml e acondicionadas em freezer -80°C.
3.6 — Inducio de EAE

Camundongos da linhagem SJL/J foram imunizados por via subcutinea com
0,4 mg de MBP emulsificados em igual volume de CFA ( Sigma Chemical Co., USA ).
Cada animal recebeu duas doses de 0,2 ml em intervalo de sete dias ( dia 0 ¢ dia 7 ),
inoculados em quatro pontos distintos da régiﬁo do flanco. Apos 48 horas, os animais foram
inoculados com 200ng de Bordetella pertussis via intravenosa pelo plexo ocular, os sinais

clinicos foram observados apos 15 dias da imunizacio.
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3.7 — Avaliagio Clinica

Os camundongos foram observados diariamente, a partir do décimo quinto dia
apOs a imunizagéio, para os sinais clinicos da EAE. A avaliagio foi feita atribuindo-se graus de
0 a 5 de acordo com os seguintes critérios: grau = nfio doente; 1= perda do tdnus da cauda;
grau 2= paralisia parcial dos membros posteriores ¢ dificuldade de voltar a posigdo inicial
quando colocados de dectbito dorsal; grau 3= paralisia severa dos membros posteriores, 4=
paralisia severa dos membros anteriores e posteriores; grau 5= morte. As observagdes

seguiram-se por 60 dias ap6s a imunizagdo.

3.8 — Inducio de tolerincia oral a MBP

Foram administradas em dias alternados, cinco doses de 0,25 mg de MBP em
0,25 ml de PBS, e nos controles foi administrado a mesma dosagem de OV A. Utilizou-se o
método de “cavage” com auxilio de agulha apropriada para esses fins. Apés 24 horas da
ultima dose oral do antigeno, os animais foram imunizados com 0,4 mg de MBP
emulsionados em igual volume de CFA por via subcutinea. Apds 12 dias da imunizag8o, os
animais foram sacrificados e retirarou-se o bago e linfonodo para cultura de linfocitos ¢

sangue para determinacgfo dos niveis de anticorpos anti-MBP.

3.9 - Obtencéio de células mononucleares do baco e linfonodo

Bago e linfonodos, apds 12 dias da imunizagio, foram removidos
assepticamente e colocados em placas de Petri contendo meio de Hanks. Suspenstes simples
de células foram preparadas usando uma malha de inox. No caso de células esplénicas, apés a
primeira centrifugacéo, o botdo celular foi tratado com tampfio de lise (solugéo de cloreto de
amonio a 0,82%), para eliminagio das hemacias. As células foram lavadas trés vezes com
solugdio balanceada de Hanks e ressuspendidas em meio de RPMI 1640, enriquecido com soro
fetal bovino a 5%, 4,25 mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina a 0,2 mM e 2ME 1:100. Para

determinacdo da viabilidade celular, utilizou-se 0 método de exclusio com Azul Trypan.
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3.10 - Ensaio de proliferacio celular

L.infocitos obtidos de bago ou linfonodo, como descrito, foram ajustados para
as concentracdes de 4x10° células/pogo para estimulagio com MBP . As células foram
cultivadas em meio de RPMI 1640 enriquecidoc com Soro Fetal Bovino a 5%
( Microbiologica- RJY ), 4,25 mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina 0,2 mM e 2-ME na
concentracio de 1:100. Em microplacas de 96 pogos ( Costar, USA ), foi colocado 0,2
ml/pogo da suspengfio de célula em meio enriquecido; os ensaios foram realizados em
triplicata. Avaliou-se a transforma¢3o blastica de linfocitos estimulados por diferentes
concentragdes de MBP, sendo que as concenytragdes Otimas variam entre 25ug e 40pg/ml. As
células foram incubadas em estufa de CO, , a uma tensfo constante de 5% e temperatura de
37°C, sendo que o tempo de incubagiio foi de 96 horas. Aproximadamente 18 horas antes do
término da incubaco, cada pogo recebeu 110 C de Timidina Tritiada ( Dupont, NEN Research-
Boston. MA ). Ap6s este periodo, o excesso de material radioativo foi retirado lavando-se as
células em um coletor ( Cell Harvester — modelo 200* - Cambridge Technology Inc., USA ),
as células foram recuperadas em papel filiro de fibra de vidro ( Cambridge Technology Inc.,
USA ) e colocadas em tubos padronizados na presenca de 2ml de liquido de cintilagfio ( 3,0
g/l de PPO em Toluol ). A leitura foi realizada em Cintilador Beta ( Beckman LS 6000 Series
Liquid Scintillation System ). Os resutados estfio expressos em contagens por minuto (CPM ),

sendo considerada a média das triplicatas.
3.11 - Produgiio de citocinas

Células de linfonodos ou bago foram obtidas de acordo com o item 3.9, a
concentracdio de células foi ajustada para 2x10% wl em meio de RPMI + SFB+ gentamicina-+
glutamina e 2ME 1:100, e cultivadas em placas de 24 pogos. Cada pogo contendo 1 ml da
suspensdo celular foi estimulado com 25pg/ml de MBP, a mesma concentragio para proteina
controle (OVA ) ou as células ndo foram estimuladas. Os tempos de incubagio foram de 18
horas para IL2, 40 horas para IL4 ¢ IL10 ¢ 60 horas para obtencio de IFNy. Apéds o periodo
de incubagfio Otima para cada citocina, retirou-se os sobrenadantes e centrifugou-se os

mesmos a 1200 rpm por 10 minutos. Os niveis de citocinas foram quantificados em cada
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sobrenadante através do método de ELISA de captura.
3.12 - Depleciio das sub-populagdes de linfocitos do bago de camundongos

Para a deplegfio das sub-populagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ utilizou-se o
método de micro-colunas Cellect.plus obtidos da Bio-tex — Toronto — Canada. Os linfocitos
separados, como ja descrito, foram incubados por 1 hora com os anticorpos monoclonais anti-
CD4 e anti- CD8 na concentragiio de 1:100, a -4° C. Durante este periodo as micro colunas de
polipropileno foram sensibilizadas com anticorpo policlonal de cabra anti camundongo IgG e
policlonal de carneiro anti rato IgG, uma vez que o anticorpo monoclonal anti CD4 e CD8 foi
obtido em ratos, sendo do isotipo 1g(G2. Apos este periodo as colunas foram lavadas, para a
retirada de excesso de anticorpos, com solugio de PBS/BSA a 2% e o fluxo da coluna
ajustado para oito gotas por minuto. Uma vez estabilizadas, as células foram lavadas 3 vezes
com solugiio de Hanks e ajustadas a 50 X 10° em meio de cultura contendo 5% de soro fetal
bovino. As células foram cuidadosamente passadas através da coluna e as células depletadas
foram lavadas 3 vezes com solugio de Hanks. Este método permite depleciio das populagbes
celulares acima de 80% de pureza. O grau de pureza foi verificado marcando-se as
populagdes separadas, com anticorpos monoclonais marcados com FITC e identificados

através de Citometria de Fluxo ( Ortho Citometro ).
3.13 — Quantificaciio de anticorpos anti-MBP .e.fgﬂt'ipos de IgG pelo método de ELISA

Para quantificacfo dos niveis de anticorpos anti- MBP utilizou-se a técnica de
ELISA, ja empregada em trabalho anterior( LIDER et al., 1989 ). Microplacas para ensaios
enzimaticos ( Costar, USA ) foram cobertas com 25ug/ml de MBP (100ul/pogo) por 18 horas
¢ em seguida lavadas com PBS Tween 20 a 0,05%. Utilizou-se leite em pd desnatado
(caseina) a 5% em PBS (200ul/pogo) por duas horas para bloquear as reagbes inespecificas,
lavou-se as microplacas com PBS/Tween. Depois disso, foram adicionadas as amostras de
soro (100ul/pogo). Utilizou-se um “pool”de soros, em diluigbes que variavam de 1:100 até
| 1:1600, as amostras foram analisadas em duplicata. Apds uma hora, lavou-se novamente a

placa com PBS/Tween e adicionou-se o anticorpo anti- 1gG de camundongo marcado com
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peroxidase (Sigma Co., USA), diluido a 1:40.000 em leite a 2% em PBS (100pl/pogo) e
incubou-se por uma hora. Para identificar os isotipos, adicionou-se anti- IgG1, 1gG2a, IgG2b,
IgG3 e IgE na concentracfio de 1:10.000, por uma hora. Apds este tempo, lavou-se a placa e
adicionou-se o substrato da enzima ( 10 ml de tampéo citrato pH- 5,6 + 10ul deH,0, + 10 mg
de OPD ) (OPD Sigma Co, USA), e incubou-se a placa por 20 minutos. Ao final deste tempo,
adicionou-se uma solugio de HySO4 4N ( 20ul/pogo), com a finalidade de bloquear a reagfo.
A leitura foi realizada em Ieitor Multiskan Biochromatic ( Labsystem ), utilizando
o filtro de 492 nm.

3.14 - ELISA de captura

ﬁicroplacas para ensaios enzimaticos foram cobertas com diferentes
anticorpos monoclonais, dependendo da citocina a ser analisada, na concentraciio de 2ug/ml
em PBS por 18 horas. As microplacas foram lavadas com PBS/Tween e como solugio
blogqueio utilizames PBS/SFB 10%, por duas horas. Nova lavagem foi realizada com
PBS/Tween, e os sobrenadantes colocados (100ul/po¢o). Para construcio da curva foram
utilizados recombinantes ( IFNy, IL2, IL4 e IL10) em diferentes concentragSes. As placas
foram lavadas, e o segundo anticorpo marcado com biotina na concentragfio de 2ug/ml em
PBS/SFB a 10% foi incubado por 1 hora. Apds este tempo as placas foram novamente
lavadas e adicionado o complexo avidina- peroxidase (Sigma Co, USA), diluido 1:400 em
PBS/SFB 10% por 30 minutos. Apds as devidas lavagens o substrato {tampio citrato pH- 5,6
+ 10pl de HyO2 a 30% + 10mg de OPD) foi adicionado e o desenvolvimento de cor avaliado
em leitor de ELISA a 492 nm.

3.15 - Inducio de tolerincia oral a MBP e administrag¢io “in vivo” do anticorpo anti-
L4

Camundongos da linhagem SJL/J foram divididos em quatro grupos. Foram
administradas trés doses de 500pg do anti-IL4 em 200p] de PBS, via intraperitoneal, sendo a
tltima dose 24 horas antes de iniciarmos a tolerizagio oral a MBP. Para a tolerizagiio

procedeu-se da seguinte forma: em dias alternados administrou-se, cinco doses de 0,25 mg de
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MBP em 0,25 mil de PBS, segundo método utilizado por AL- SABBAGH et al., 1994 ¢
SANTOS et al.,1994. Utilizou-se 0 método de “cavage” com auxilio de agulha apropriada.
Apdés 24 horas da dltima dose oral do antigeno, os animais foram imunizados com 400ug de
MBP em igual volume de CFA, por via subcutinea, em quatro pontos do flanco. Sete dias
apds a ultima dose de anti- L4 administrou-se uma dose reforgo. Apds 10 dias os animais
foram sacrificados, o linfonodo e bago retirados para emsaios celulares e produgfio de

citocinas, e sangue para dosagem de anticorpos anti- MBP e isotipos de IgG.

3.16- Anailise estatistica

Foram utilizados o teste de Wilcoxon para as amostras nfio paramétricas € o

teste “t” de Student para as amostras parameétricas
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RESULTADOS



IV- Resultados

4.1- Efeito da administracio oral de MBP a camundongos SJL/J na severidade da EAE

A figura 1 e anexo 1 mostram que a administragfio oral de proteina irrelevante
(OVA ) no esquema de 5 vezes de 0,25 mg por animal, em dias alternados, com posterior
imunizagdo com 200 ug de MBP/CFA , nfo altera o quadro clinico da EAE, sendo o grau
maximo 3, que representa paralisia grave dos membros posteriores. A doenga é caracterizada
por discreta remisslio e reagudizagio. Quando o grupo de animais recebeu MBP bovina, de
acordo com o mesmo protocolo descrito para protefna irrelevante, foi observada significativa
redugdio da severidade da doenga, sendo que nenhum animal atingiu o grau clinico acima do
“score” 0,5. Foram estudados pelo menos 5 animais por grupo, sendo estes resultados a média

da avaliagfio clinica feita diariamente.
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Figura 1. Efeito da administraciio oral de MBP ¢ OVA na severidade da EAE
induzida em camundongos SJL/J
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4.2- Resposta proliferativa de linfocitos de camundongos tolerizados ou niio com MBP e

estimulados “in vitro” com MBP

A indugfo de tolerAncia pode ser avaliada “in vitro” pelo estudo da
transformagdio bldstica de linfocitos. Desta forma, camundongos SJL/J que receberam
oralmente MBP ou OVA ( 5X de 0,25 mg ), ou nio receberam nenhum tipo de tratamento,
foram imunizados com 200 ug de MBP/CFA. Cerca de 12 dias apos a imunizagdo os
linfonodos foram extraidos e os linfocitos foram estimulados “in vitro” com MBP na
concentracdo de 25ug/ml. Os resultados estdio demonstrados na figura e anexo 2, onde
observamos significativa reducfio da resposta proliferativa de linfocitos do grupo de animais
que receberam oralmente o neuro-antigeno ( P<0.001 ). Enquanto o grupo que recebeu OVA
ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa ( p>0.05 ). A figura representa o
resultado de 3 grupos de experimentos ¢ os resultados estio expressos em contagem por

minuto (cpm ), sendo considerado a média entre as triplicatas.
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Figura 2. Resposta proliferativa de linfocitos de camundongoes SJL/J
oralmente tolerizados com MBP ou OVA e imunizados com MBP/CFA
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4.3- Niveis de anticorpos anti-MBP no soro de camundongos oralmente tolerizados com

neuro-antigeno

A indugdo de tolerancia pode ser avaliada “in vitro” através da quantificaco
de anticorpos especificos para o antigeno. A figura 3 e anexo 3 mostram os niveis séricos de
anticorpos anti-MBP de animais que previamente receberam oralmente 5x 0,25 mg de MBP
ou OVA com posterior imunizaciio com MBP/CFA. Pode-se observar que o grupo oralmente
tolerizado com MBP, apresentou significativa redugiio dos niveis de anticorpos ( p<0.001 )
quando comparado ao grupo controle, foram realizados pelo menos 3 determinagfes dos

niveis de anticorpos.
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Figura 3. Niveis de anticorpos anti-MBP no soro de camundonges
SJL/J tolerizados oralmente com MBP ou OVA ¢ posteriormente
imunizadoes com MBP/CFA
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4.4 - Quantificacdo das subclasses de IgG em camundongos oralmente tolerizados com
MBP

Dados da literatura mostram que as citocinas produzidas pelos linfocitos Thi,
como € o caso do IFNy, estdo envolvidas na sintese de IgG2a, enquanto a IL4, produzida
pelos linfocitos Th2, estd relacionada com a sintese de IgGl e IgE. Com o objetivo de
entender quais as subclasses de IgG que foram suprimidas pela indugdo de tolerincia oral a
MBP, foram estudadas as subclasses do soro de animais tolerizados, IgG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3.

Enquanto a sintese do isotipos de IgG2a, IgG2b e IgG3, principalmente a
classe IgG2b foi observada significativa redugiio ( figura 4b, 4c e 4d ) pela tolerizagdo com o

neuro-antigeno, ndo foi observada reducéio nos niveis de IgG1 ( figura 4a ).
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Figura 4a - Quantificacic da subsclasse IgG1 no soro de camundongos
oralmente tolerizados com MBP e imunizados com MBP/CFA
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Figura 4b. Quantificagiio da subclasse IgG2a no soro de camundongos
oralmente telerizados com MBP e imunizados com MBP/CFA
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Figura 4d. Quantificacfio da subclasse Ig(G3 no soro de camundongos SJL/J
oralmente tolerizados ou ndo com MBP e imunizados com MBP/CFA
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4.5 - Citocinas produzidas pelas sub-populacdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+ de

camundongos oralmente tolerizados com MBP, sem posterior imunizacio

O efeito da indugfo de tolerdncia ¢ normalmente observado apos a imunizagéio
com o autoantigeno. Este grupo de experimento foi conduzido no sentido de se verificar o
efeito da indugdo de toleréncia, na auséncia da imunizacfio, sobre a produgiio das citocinas,
pelas subpopulagdes de linfécitos T. Linfocitos do bago de animais oralmente tolerizados
com MBP, sem posterior imunizagdo, foram separados nas populagdes CD4 ¢ CD8 e os niveis
de IL2, IFNy, 114 e IL.10 foram quantificados apés estimulagio com MBP ¢ OVA “in vitro”,
os resultados estfio expressos nas figuras 5a, 5b, 5c e 5d e anexo 5. A figura 5¢ mostra niveis
detectaveis de IL4 quando se analisou os linfécitos totais e no grupo enriquecido de linfocitos

CD4, engquanto néo se detectou niveis das demais citocinas.
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Figura Sa. Niveis de 1L2 produzida por linfécitos T CD4 e CDS de
camundongos SJL/J oralmente tolerizados com MBP estimulados "in vitro"
com MBP, OVA e nido estimulados
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Figura Sb. Niveis de IFN gama produzido por linfécitos T CD4 ¢ CD8 de
camundongos SJL/J oralmente tolerizados com MBP estimulades com MBP,
OVA e nio estimulados
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Figura Sc. Niveis de TL4 produzido por linfécitos T CD4 ¢ CD8 de
camundongos SJL/J oralmente tolerizados com MBP e estimulados "in vitro™
com MBP, OVA e nio estimulados
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Figura 3d. Niveis de IL10 produzida por linfocitos T CD4 ¢ CDS de
camundongos SJL/J oralmente tolerizados com MBP, estimulados
com MBP, OVA ¢ nio estimulados
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4.6- Niveis de IFNy no sobrenadante de cultura de linfécitos de camundongo tolerizados

ou nio com MBP ¢ posteriormente imunizados com MBP/CFA

Os resultados anteriores mostraram as determinagdes de citocinas, na anséncia
da imunizaco com MBP/CFA. Como o protocolo que normalmente se emprega envolve a
imunizagdo, caso contrario ndo se observa a ativacHo linfocitaria, os niveis de anticorpos
especificos ou ainda a indugfio da doenga estes experimentos foram realizados no sentido de

se estudar a produgio de citocinas apds a imunizacdo com MBP/CFA.

A figura e anexo 6 mostram que ndo ha niveis detectaveis de IFNy quando as
células nfo foram estimuladas “in vitro”( 1 ). Em ( 2 ) mostra que células de animais
imunizados com MBP/CFA quando estimulados “in vitro™” pelo antigeno especifico, libera
niveis consideraveis de IFNy. Quando as células foram estimuladas “in vifro” com a proteina
irrelevante ( OVA ) os niveis detectados sfo significativamente inferiores ( p<0,01 ). Em
( 3 ) observamos significativa reducio dos niveis de IFNy, quando os animais foram
previamente tolerizados. Em ( 4 ), foi possivel detectar pequena quantidade de IFNy, quando

os animais foram tolerizados oralmente. Estes niveis comparados ao do grupo imunizado,

contudo, ndo sio expressivos.
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4,7- Niveis de IL4 no sobrenadante de cultura de linfécitos de camundongos tolerizados

ou ndo com MBP e posteriormente imunizados com MBP/CFA

Os niveis de IL4 foram quantificados no sobrenadante de células de animais
oralmente tolerizados com MBP e com posterior imunizacdo. Linfécitos de animais
imunizados com MBP/CFA e estimulados “in vitro” com MBP produziram niveis
aumentados de L4, quando se comparou ao grupo de células nfo estimulados “in vitro” .
Estes niveis atingiram valores estatisticamente significativos ( p = 0,01 ). A produgfio de IL4
de animais que foram previamente tolerizados com MBP foi muito superior ao grupo de
células nfo estimulados “in vitro” ( p = 0,001 ) e ao grupo de células provenientes de animais
imunizados e ndo tolerizados ( p = 0,001 ). Células de animais que foram apenas tolerizados,
quando estimulados “in vitro” com o tolerégeno, produziram niveis moderados de IL4, que
nfo foi estatisticamente significativos quando se comparou ao grupo de células ndo

estimulados ( p > 0,05 ).
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4.8- Niveis de anticorpos ( IgG total ) anti-MBP do soro de camundongos tolerizados ou

nio com MBP e depletados “in vivo” com anticorpo monoclonal anti-IL4

Os dados anteriores mostraram que a tolerizagfio oral com MBP, nfo alterou
de forma significativa, a produgio de IL4 e do isotipo de IgG que ¢ sintetizada sob a agdo
dessa citocina. Os experimentos seguintes foram realizados no sentido de confirmar a
importante participagio da IL4 nos mecanismos de inducfio de tolerincia oral.

Assim, os niveis de IgG total anti-MBP foram quantificados no soro de
animais que foram depletados “in vivo™ com anticorpo monoclonal anti-Il.4. Como foi
previamente demonstrado, a tolerizacio com MBP leva a reducdo dos niveis dos anticorpos
especificos. A administragdo “in vivo” de anticorpo anti-IL4, reduziu de forma dramética a
sintese de anticorpos anti-MBP. No entanto, quando os animais foram tolerizados oralmente e
a0 mesmo tempo tratados “in vivo” com o anticorpo anti-IL4, tivemos reversdo parcial da

supressio.

39



. SO “”’“iréi_Efﬁéﬁf'?viﬁPfC?ﬁ Gl

B.G.

17100 1/200 /500 /1000 /2000  1/4000

Diluicges dos soros

Figura 8. Niveis de anticorpos anti-MBP no soro de camundongos
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anticorpo anti-IL4
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4.9- Dosagem das sub-classes de IgG ( IgGl, IgG2a e IgG3 ) e IgE no soro de
camundongos tolerizados ou nio com MBP e depletados “in vive” com anticorpo

monoclonal anti-1L4

A figura 9a mostra os niveis de anticorpos ( 1gG1, 1gG2a, IgG3 ¢ IgE ) no soro
de animais imunizados com MBP/CFA. A figura 9b apresenta niveis dos isotipos de IgG
quando os animais foram oralmente tolerizados com MBP. Como j4 haviamos demonstrado
anteriormente, a tolerizagdo com MBP leva a aumento da IgG1 e mais discretamente de IgE,
subclasses sintetizadas com a fungdio de helper da IL4. A administragiio de anticorpos
monoclonais anti-IL4 “in vivo”, reduz ( 0.9 para 0.6 ) os niveis de IgGl e de IgE na

concentragdo de 1/200 ( figura 9¢).
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imunizados com MBP
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4.10- Niveis de 1L4 no sobrenadante de cultura de linfécitos de camundongo tolerizados

ou nio com MBP ¢ depletados “in vivo” com anticorpo monoclonal anti-I1.4

Os resultados obtidos obtidos apontam para importante participagiio da IL4
apés a indugdo de tolerfincia oral. Assim, administrou-se anticorpo monoclonal anti-IL4 “in

vivo™ para reforcar os dados encontrados.

Na figura 10 mostramos niveis elevados de 114 apds a indugfo de tolerdncia
oral & MBP, niveis estes que foram reduzidos com a administragiio “in vivo” de anticorpo

monoclonal anti-I1L4.
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anticorpo anti - 1L4
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4.11- Efeito da administracio “in vivo” de anticorpo monoclonal anti-IL4 aos

camundongos oralmente tolerizados com MBP

Com o objetivo de confirmar a participagfio da IL4 na reducfio da severidade da
EAE, obtida pela administragio oral da MBP, o anticorpo monoclonal anti-IL4 foi
administrado aos camundongos que foram simultaneamente tolerizados com MBP oral.
Observou-se que a administragfio de anti-IL.4, reverte de forma parcial, a protegdo induzida

pela administragfio oral da MBP.
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V- Discussio

O presente trabalho teve como objetivo, estudar como a indugfio de tolerdncia,
obtida pela administragdo oral de proteina basica de mielina, influencia a sintese de citocinas
produzidas pelos linfécitos Thl e Th2.

Varias evidéncias em humanos ¢ modelos experimentais sugerem que as
doengas autoimune podem desenvolver-se a partir de anormalidades nas citocinas produzidas
por linfécitos T. Varios autores sugerem que as linfocinas produzidas pelos linfocitos Thi
estéio envolvidas na génese de doengas autoimune 6rgdo-especifica como a FAE ( BROD et
al., 1991; NICHOLSON & KUCHROO, 1996; LIBLAU et al., 1996 ). Clones de linfocitos
derivados tanto de liquido céfaloraquidiano (CSF), como do sangue periférico de pacientes
portadores de Esclerose Multipla apresentam o padriio de citocinas Thl. Assim,
procedimentos que regulassem negativamente a expressdo dos clones Thl poderiam
modificar o curso dessas doengas ( NAVIKAS & LINK, 1996 ).

No presente trabalho, confirmando uma série de observagdes anteriores
( HIGGINS & WEINER, 1988; LIDER et al., 1989; AL-SABBAGH et al., 1994; SANTOS et
al., 1994 ), demonstramos que a administragio oral de MBP reduz, de forma efetiva, a
severidade da EAE (figura 1) . As observagBes clinicas foram confirmadas pelos dados
laboratoriais, onde demonstramos que a administracdo oral de MBP reduz,
significativamente, tanto a resposta proliferativa de linfocitos estimulados pelo auto-antigeno,
como a produgio de anticorpos especificos para a MBP (figuras 2 e 3). Administracdio oral do
neuro-antigeno reduziu, de forma significativa os niveis de IgG total, no entanto, quando se

analisou os isotipos de IgG, observou-se que os niveis de IgG1 ndo estavam diminuidos.
Esta bem aceito na literatura atual que a populagfio de linfocitos T helper é

constituida de duas sub-populaces distintas que sfo caracterizadas pelo padriio de citocinas

que produzem , apos a estimulagiio com o antigeno ( PAUL & SEDER, 1994 ). Essas sub-
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populagdes foram inicialmente identificadas clonando células de camundongos “in vitro”, mas
fortes evidéncias sugerem que pelo menos trés sub-populagdes existem “in vivo” tanto em
camundongos, ratos ¢ humanos. Nos camundongos, pelo menos trés sub-populagdes foram
identificadas: ThO, Thl e Th2. A populagio Th0 é precursora das duas sub-populagdes, a
populagdo Thl secreta 1.2, IFNy e TNFa, suporta a ativagio de macréfagos, as reacdes de
hipersensibilidade tardia ¢ a conversdo do isotipo IgG2a. A sub-populagio Th2 secreta 114,
IL5, 1L6, IL10 e 1113, e € responsivel pela fungdio helper na ativagdo de células B e na
convers#o dos isotipos IgG1 ¢ IgE ( SNAPPER et al,, 1988; O°’GARRA & MURPHY , 1996).
Nossos dados sugerem, portanto, que a administragio oral de MBP, reduz a produgiio de
citocinas produzidas pelos linfocitos Thl, uma vez que os isotipos produzidos pela agéo

principalmente da IL4 nfo sofreram alteragéio .

O proximo passo foi, portanto, quantificar os niveis das citocinas quando os
animais receberam o antigeno oralmente, e as células foram estimuladas “in vitro” com o
neuro-antigeno, e apds a administragio oral de MBP, seguido de imunizagiio com a mesma.
Observou-se que, mesmo na auséncia da imunizagdo, houve discreta produgsio de 114 pelos
linfocitos totais e sub-populagiio CD4, quando as células foram estimuladas “in vitro” com
MBP, o mesmo nfio acontecendo para a proteina irrelevante, e para as demais citocinas. A
predomindncia das citocinas produzidas pelos linfocitos Th2 sobre Thl foi observada
também, apds a imunizagio com a MBP. Estes dados estfio em concordancia com o grupo de
Abul Abbas que mostrou que a indugio de tolerancia utilizando antigenos soltiveis, suprime
com maior facilidade a produgio das citocinas pelos clones Thl, enquanto os Th2 sfo mais
dificeis de tolerizar { BURSTEIN et al., 1992 ). Concorda também, com os autores que
demonstraram que a indugio de tolerdncia pela administragio oral, em pequenas quantidades
do auto-antigeno , ativava principalmente o mecanismo de supressio ativa, com a produgio,
em maior quantidade, de citocinas com efeito anti-inflamatério ( FRIEDMAN E WEINER,
1994).

Estudos anteriores, empregando protocolo semelhante a0 utilizado neste

trabalho, mostraram que a administracdo oral de MBP ativa a fungfo de células supressoras,

ou que secretam citocinas com fangfio imunossupressora, que podem ser adotivamente
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transferidas para animais normais ( LIDER et al., 1989; SANTOS et al., 1994 ). MILLER et
al., 1991 mostraram que a interacdo do auto-antigeno com os linfocitos oralmente tolerizados
¢ antigeno especifica, a supressdo observada, no entanto, € devida a maior producio de TGFB,
O TGEFSB, por seu potente efeito imunossupressor levava a redugfio da severidade da EAE. Foi
demonstrado também, que o TGFB pode regular negativamente a produgfio de citocinas pelos
clones de linfocitos Thl, nfo alterando, contudo, as citocinas produzidas pelos linfocitos Th2.
No modelo de infeccdio por Leishmania ¢ Trypanosoma cruzi foi verificado que a producio de
TGEB esta associada & maior sintese de IL4 e redugfio da produgio IFNy ( SEDER & PAUL,
1994; GARCIA ,1994 ).

Esta bem aceito na literatura que a EAE € causada por clones de linfécitos Thl
especificos para os neuro-antigenos. Os resultados obtidos pela transferéncia dos clones Th2,
também especificos para o auto-antigeno, com o objetivo de inibir o desenvolvimento da
doenga, no entanto, foram conflitantes ( KHROURTS et al, 1995 ). Em trabalho
recentemente realizado, os autores mostraram a supressdo da EAE pela transferéncia adotiva
das células especificas para o auto-antigenos, produtores de TGFS, clones que os autores
denominaram Th3 ( CHEN et al., 1994 ).

Se por um lado a tranferéncia adotiva de clones Th2, especificos para o auto-
antigeno mostrou resultados inconclusivos, a administragiio “in vivo”de citocinas produzidas
por Th2, pode inibir o desenvolvimento e fungfo das células Thl. Camundongos tratados com
IL4 simultaneamente com a transferéncia de clones de células T encefalitogénicas, especificas
para MBP, ficaram protegidos contra a EAE ( RACKE et al,, 1994; ROCKEN et al., 1996;
NICHOLSON & KUCHROO, 1996 ). Estes autores sugeriram que tanto o fendtipo das
células transferidas pode ser modificado pela IL4, como pode ter havido recrutamento de
células para o sitio inflamatdrio dentro do cérebro, que foram desviadas para o fendtipo Th2,

reduzindo dessa forma a EAE.
Diante da importincia da 1.4, e nossos dados mostrande o aumento dessa

citocina e do isotipo IgGl, alguns experimentos, onde os animais receberam anticorpos anti-

IL4 “in vivo”, foram conduzidos. Dessa forma, mostramos que administracio oral de MBP
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reduz a produgdo de IFNy, nfio alterando o padrio de IL4. Os animais previamente tratados
com os anticorpos anti-IL4, apresentaram reducfio dos niveis de anticorpos anti-MBP, quando
os animais foram tolerizados, tratados com o anticorpo anti-IL4 e imunizado, no entanto , a
supressio da sintese dos niveis de IgG foi menor, provavelmente diante da maior producéio de
114, a quantidade de anticorpo anti-IL4 nfo foi suficiente para neutralizar a citocina. Animais
oralmente tolerizados com MBP, apresentaram niveis aumentados de IgG1 e IgE, que foram
reduzidos pelo tratamento com anticorpo anti-IL4 “in vivo”, reforcando a idéia de que a
sintese aumentada de IL4 pelos animais tolerizados, é responsavel pela producgfio destes
isotipos. Trabalhos anteriores, onde os autores mostram que a indugfio de tolerincia a
antigenos soliveis reduz os isotipos de IgG, 1gG2 a, IgG2b e IgG3, nfio reduzindo os niveis de
IgG1 e IgE, ddo adicional suporte a nosso estudo ( DE WIT et al., 1992 ). A neutralizacdo da
IL4 pela administragio “in vivo” do anticorpo monoclonal anti-IL4, revertendo os niveis
obtidos pela inducéo de tolerdncia também foi verificado por BURSTEIN & ABBAS, 1993 .

Todas estas observagdes explicam os resultados expressos na figura 11, onde
mostramos que a administracio “in vivo” do anticorpo monoclonal anti-IL4 reverte,
parcialmente, o efeito protetor obtido pela inducgfio de tolerdncia oral ao neuro-antigeno, na
HAE. Estes resultados mostram que a neutralizando a IL-4, retiramos o efeito regulatorio
exercido por essa citocina, sobre a expansfio dos clones auto-reativos Thl contra os

componentes da mielina, revertendo a protegdo obtida através da tolerancia oral.

Outras abordagens, semelhantes a nossa, foram feitas, onde o sistemna imune foi
manipulado, com o deslocamento para ativagio dos clones Th2, resultando na reducdo da
severidade da EAE. Estudando a EAE induzida pela transferéncia adotiva de clones de células
encefalitogénicas, os autores mostraram que, peptideos especificos para esses clones
protegiam os animais contra o desenvolvimento da doenga. Neste sistema, peptideos
administrados na forma solivel, resultava na regulaggo negativa da doenga, com aumento da
producdio de IL-4 e profunda redugfo da reacdio inflamatéria no sistema nervoso central
( BROCKE et al., 1996 ).

Enquanto o balango das citocinas, produzidas pelos clones Thl e Th2 modulam
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o curso clinico das doengas auto-imunes orgéo-especificas, pouco se conhece sobre o micro-
ambiente onde estas células se diferenciam. Algumas citocinas como a IL12 e IL4 estdo
envolvidas na diferenciacfio dos clones Thl e Th2 respectivamente. { KAPLAN et al., 1996;
SHIMODA et al., 1996 ).

A manipulagio das moléculas co-estimulatérias expressas na superficie celular,
tanto através da ativagio como do bloqueio, pode afetar a diferencia¢fio de determinados
fendtipos de linfocitos T ¢ modulam a severidade da EAE. As moléculas co-estimulatorias
CD28/CTLA4 e B7.1 e B7.2 sdo extremamentie importantes na relacio do balango das
citocinas e diferenciacdo de linfocitos T. A administragdo “in vivo” de uma molécula
homoéloga de CTLA4 que bloqueia a interagfio com B7.1 e B7.2, inibe o desenvolvimento da
EAE, aumentando a expressio de citocina Th2 no cérebro dos animais ( KHOURY
et al., 1995 ). Estudos “in vivo” utilizando anticorpos anti B7.1 ¢ B7.2 mostram que essas
moléculas parecem ter participacfio distintas na inducdio da EAE. A EAE ativamente induzida
¢ inibida pelo tratamento com anticorpos monoclonais anti-B7.1, mas é exacerbada pela
administracdo de anticorpos anti-B7.2 { RACKE et al., 1995; KUCHROO et al.,, 1995 ). A
administragdo de anticorpos anti-B7.1 “in vivo” simultaneamente com a imunizagdo nfo inibe
a inducdo de células sensibilizadas ao auto-antigeno mas altera o padriio das células T,
resultando na ativagio de clones Th2, que uma vez transferidos, protegem o animal da

EAE e reverte a doenca j& estabelecida { KUCHROQO et al., 1995 ).

Nosso trabalho, somado ao de outros autores, suporta a hipotese de que o
balango das citocinas produzidas por linfocitos Thl/Th2 participam ativamente na inducdo e
regulacdo da autoimunidade. As doengas autoimunes 6rgdo-especificas mais destrutivas sfo
provavelmente iniciadas pelos clones de linfécitos Thl. As citocinas produzidas pelos
linfocitos Thl sfo amplificadoras das reagdes inflamatorias que resultam no dane tissular.
Uma vez que as citocinas produzidas por clones Th2 tém efeito anti-inflamatério, elas podem
inibir a fungfio dos macréfagos e as reagBes de hipersensibilidade tardia, funcionando como
reguladores naturais. Assim, em condi¢des normais ou na presenga de antigenos
estimuladores das citocinas produzidas por clones Th2, como a IL-4 , pode ocorrer uma

resposta imune normal havendo inibicdio da resposta patolbgica contra os auto-antigenos.
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Quando as condi¢des do micro-ambiente mudam, favorecendo a diferenciagiio dos clones
auto-reativos do tipo Thl, o equilibrio é quebrado e temos como resultado a auto-reatividade

destrutiva.
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CORCLUSOES



Os resultados encontrados nos permitem concluir que:

1- A administragio oral de MBP reduz, de forma efetiva, a severidade da

Encefalomielite Experimental Autoimune ( EAE).

2- A administragio oral de MBP a camundongos SJL/J reduz a resposta

linfoproliferativa ao tolerogeno, assim como a resposta especifica de anticorpos.

3- Células de linfonodos e esplénicas de animais oralmente tolerizados com MBP,
com posterior imunizagdo com MBP/CFA ou nfio, produzem niveis aumentados de

114, com redugdio dos niveis de IFINy.

4- A sub-classe de IgG ( IgGl ) e IgE, anticorpos produzidos pela agdo de 1L4, nfio
sofrem redug8o significativa nos animais oralmente tolerizados com MBP. A deplecio

de IL4 “invivo” , no entanto, diminui sensivelmente a sintese destas sub-classes.

5- A administragfio “in vivo” do anticorpo monoclonal anti-IL4, reverte parcialmente a

protecdo, contra EAE, conseguida pela administragéo oral de MBP.
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Anexo 1. Evolugfo clinica da EAE em camundongus SJL/J oralmente tolerizados com MBP e

OV A como controle

Dias apés S.M.C Fed MBP + S.C.M. MBP/CFA
imuniz. MBP/CFA
19 0 0,6
20 0 0.9
21 0 1,1
22 0 2,0
23 0.5 2,3
24 0 2.8
25 0 2,6
26 0 2.6
27 0 2,1
28 0 2.3
29 0 2,2
30 0 1,9
31 0 2,1
32 0 2,1
33 0 2,1
34 0 2,0
35 0 2,0
36 0 2,1
37 0 2,0
38 0 2,1
39 0 2.3
40 0 2,0
41 0 2.2
42 0 2,2
43 0 2,2
44 0 2,1
45 0 1.9
46 0 1,9
47 0 2,2
48 0 2.2
49 0 22

S.M.C — Média do grau da doenga em cada dia
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Anexo IT — Resposta proliferativa de linfocitos de camundongos SJL/J oralmente tolerizados

com MBP e OV A e imunizados posteriormente com MBP/CFA

Exp.n® MBP/CFA Fed MBP + Fed OVA + MBP/CFA
MBP/CFA

1 38 632 9 830 34934

2 40132 11 430 39 147

3 36 320 8432 36 720

média 38 361+ 1920 9 897 + 1500 36933 +2114
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Anexo III - Niveis de anticorpos anti- MBP no soro de camundongos SJL/J oralmente

tolerizados com MBP ou OVA e posteriormente imunizados com MBP/CFA

/CF |[MBP{OV |[/CF |MBP|OV |/CF |MBP|OV |/CF |MBP|OV

A A |A A |A A |A A
1:100  [1,34 10,26 [1,30 | 1,36 |0,28 |1,28 138 |0,30 |1.28 | 1,36 |0.28 |1,20
1:200  {1,10 10,20 [1,00 [1,12 [0,22 1,09 |1,18 |0,19 |1,12 |1,13 |0.20 |1.07
1:500 0,60 |0,12 0,58 0,62 |0,09 [0,60 |0,56 |0,10 |0,60 |0,60 |0.10 |0.60
1:1.000 {0,48 [0,12 0,46 [0,50 {0,10 |0,48 |0,44 |0,10 |0,44 | 0,47 |0.11 |0.46
1:5.000 [0,36 10,12 [0,38 [0,38 [0,10 |0,36 10,36 | 0,10 [0,39 10,36 |0.11 0,38
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Anexo IV — Quantificacio dos niveis de 1gG em camundongos oralmente tolerizados com

MBP e posteriormente imunizados com MBP/CFA

oy Ry £ [~ P P [+ By O =) A,
Sk« |B5.5588« |B5.555 85,555« |28.5
1500 0,82 |1,00 |0,50 |08 [0,75 |025 [035 10,25

1:1.000 (0,51 (0,75 0,48 0,42 10,50 10,20 0,30 0,20

b 2

1:2.000 (030 10,60 {036 (028 (040 (0,12 10,25 |0,15

1:5.000 0,20 1042 0,26 (025 |030 0,10 0,25 10,15

1:10.000 {0,08 0,16 025 1020 10,25 0,16 0,10 0,10




Anexo Va —~ Niveis de citocinas produzidas pelas polulagdes T CD4 e CD8 de camundongos

SJL/} oralmente tolerizados com MBP e estimulados “in vitro” com OVA. Resultados

expressos em pg/ml.
OVA
T total CD 4 CDS

1L2

Exp#1 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
IFNy

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 ¢
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
IL4

Exp#1 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
IL10

Exp#1 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
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Anexo Vb — Niveis de citocinas produzidas pelas populagdes T CD4 e CD8 de camundongos

SJL/J ndo tolerizados e sem qualquer estfmulo. Resultados expressos em pg/ml.

SEM ESTIMULO
T total Ch 4 D8

1.2

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 ]
IFNy

Exp#! 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#t4 0 0 0
Total 0 0 0
114

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 it
Total 0 0 0
IL10

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 G
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
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Anexo Ve — Niveis de citocinas produzidas pelos linfocitos T CD4 e CD8 de camundongos

SJL/J oralmente tolerizados ou ndo com MBP, e estimulados “in vitro” com MBP. Resultados

expressos em pg/ml.
MBP
T total CD 4 CD8

IL2

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
IFNy

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4a 0 0 0
Total 0 0 0
1L4

Exp#i 220 560 0
Exp#2 250 490 0
Exp#3 280 520 0
Exp#4 180 500 0
Total 230 +40 520+ 10 0
IL10

Exp#l 0 0 0
Exp#2 0 0 0
Exp#3 0 0 0
Exp#4 0 0 0
Total 0 0 0
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Anexo VI — Niveis de IFNy no sobrenadante de células esplénicas de camundongos SJL/J
que receberam oralmente MBP e foram imunizados ou nio com MBP/CFA e estimulados
com MBP ou OVA

Exp. Fed MBP Fed MBP Imuniz Sem Estimulo

]

n ( SXO,ZSmg) ( 5x0,25) Imuniz MBP/CFA

“In OVA MBP OVA MBP OVA MBP OVA MBP
Yitro”

1 160 210 140 120 120 740 ND ND

2 140 160 160 90 220 920 ND ND

3 160 320 240 160 140 620 ND ND
Meédia 150 230 220 120 160 760

Obs. Resultados expressos em pg/mi
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Anexo VII - Niveis de I1.4 no sobrenadante de cultura de linfécitos de animais tolerizados ou

nio com MBP, e nfo imunizados

Grupos de exp. Estimulo *in vitro”
MBP OVA S/ESTIMULO
Fed MBP 350 220 500
Fed MBP + 1.100 400 860
MBP/CFA
MBP/CFA 410 280 500
S/Estimulo 200 130 270

Obs. Resultados expressos em pg/ml
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Anexo VIII - Niveis de anticorpos anti-MBP nos soros de camundongos tolerizados ou nio

com MBP, e depletados “in vivo™ ou nfio com anticorpo anti-1L4

Dilnictes dos MBP/CFA Fed MBP + Fed MBP + Anti-11L4 +
soros anti-1L4 + MBP/CFA MBP/CFA
MBP/CFA

1/100 1,3 1.1 0,61 0,32
1/200 0,95 0,73 0,58 0,25
1/500 0,62 0,61 0,50 0,19
1/1000 0,52 0,45 0,45 0,11
1/2000 0,42 | 0,33 0,33 0,11
1/4000 0,33 0,26 0,32 0,06
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Anexo IX — Dosagem das diferentes classes de IgG ( 1gG1,JgG2a , IgG3 ) e IgE no soro de
camundongos tolerizados ou nfio com MBP e depletados “in vivo™ com anticorpo monoclonal

anti 1.4

Tabela 9a.
DiluicBes dos IgG:1 IgG2a 1gG3 Igk
SOros
D.O
1/100 0,48 0,58 0,34 0,24
1/200 0,36 0,45 0,32 0,22
1/500 0,32 0,42 0,26 0,13
1/1600 0,24 0,32 0,23 0,13
1/2600 0,16 0,21 0,16 0,11
1/4000 0,13 0,13 0,13 0,08
Tabela 9b.
Diluicbes dos IgGl IgG2a IgG3 IgE
K0108
D.O
1/100 0,84 0,32 0,51 0,32
1/200 0,60 0,28 0,40 0,28
1/500 0,25 0,15 0,28 0,11
1/1600 0,21 0,12 0,21 0,10
1/2000 0,15 0,11 0,15 0,05
1/4000 0,10 0,10 0,13 0,02
Tabela 9¢.
DiluicSes dos IgG1 1gG2a IgG3 IgE
SO108
D.O
1/100 0,59 0,50 0,41 0,27
1/200 0,54 0,30 0,30 0,12
1/500 0,29 0,24 0,27 0,10
1/1000 0,24 0,17 0,25 0,08
1/2000 0,26 0,17 0,20 0,06
1/4000 0,21 0,13 0,11 0,02
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AnexoX1 — Referente 4 figura 11. Score clinico da EAE observando o efeito da administracdo

“in vivo” de anticorpo monoclonal anti- 11.4 aos camundongos SJL/J oralmente tolerizados

com MBP
Dias apés MBPF/CFA Fed MBP + Fed MBP + Fed MBP +
imuniz, anti-IL4 + IgG + MBP/CFA
MBP/CFA MBP/CFA
S.M.C
19 0,48 0,35 0 0
21 0,65 0,36 0,2 0
22 1,05 0,48 0,2 0
23 1,55 0,9 0 0
26 2,1 1,05 0,5 0,2
27 2,05 1,3 0 0
30 1,9 0,9 0 0
33 2,0 0,9 0 0
35 1,8 1,0 0,5 0,2
40 1,7 0,6 0 0
42 1,7 0,6 0 0
45 1,7 0,6 0 0

Obs. S.M.C = Média do grau da doenca em cada dia
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RESUO



A Encefalomielite Experimental Autoimune ( EAE ) ¢ um modelo de doenca
autoimune mediada por células T e tem sido utilizado para o entendimento da Esclerose
Multipla humana. Os linfocitos CD4 Thl tém sido implicados na patogenia da EAE.
Citocinas como IL2, TNFa e IFNy foram detectadas no Sistema Nervoso Central durante a
fase aguda da doenga. A administragio oral de Proteina Bésica de Mielina ( MBP ) tem sido
utilizada para reduzir a gravidade da EAE.

O presente estudo teve por objetivo estudar como a administragio oral de

neuro-antigenos pode modificar a padrfio das citocinas produzidas pelos linfocitos Thl e Th2.

A EAE foi induzida em camundongos SJL/J pela administracio de MBP/CFA.
A toleréncia oral foi conseguida com a administragio de 5x 0,25mg de MBP, administrou-se
anticorpo monoclonal anti-IL4, obtido de clones 11B11 e as demais citocinas foram
quantificadas utilizando-se o método de ELISA de captura. Anticorpos anti-MBP ¢ sub-
classes de IgG foram quantificados por ELISA.

Observou-se que a administra¢io oral de MBP levou a significativa diminuico
da EAE e redugdo na producéio de IFNy e IL2, enquanto os niveis de 1.4 nio modificaram.
Com relagiio aos isotipos de IgG especificos para MBP foi observado redugdo da IgG total
mas néo do isotipo IgG1 e IgE. A administragio “in vivo” do anticorpo monoclonal anti-IL4

reverte parcialmente a protegio obtida pela indugo de tolerdncia oral a MBP.

Estes dados mostram que a administracio oral de MBP toleriza mais

facilmente os clones de linfocitos Thl, clones estes envolvidos na patogenia da EAE.,
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