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Kesumo

A encefalomielite experimental autoimune (EAE) é uma doenca mediada por
linfécitos T CIDD4, que penetram através da barreira hematoencefalica promovendo
uma reacdo inflamatéria local e edema, responsaveis pela ocorréncia das deficiéncias
neuroldgicas da doenca. Como modelo da esclerose multipla, a EAE tem sido usada
na avaliacdo de estratégias terapéuticas. No presente trabalho, nés investigamos o
efeito do tratamento com gangliosideos na evolu¢io da encefalomielite experimental
autoimune. Para tanto foi realizado estudo morfolégico/morfométrico,
imunoistoquimico, ensaio de linfoproliferacdo e dosagem de fator de necrose tumoral-
0. (TNF-a) e fator transformador de crescimento-p (TGF-B). Os resultados mostram
que a administracdo de gangliosideos na fase efetora leva a supressac parcial ou total
dos sinais clinicos, refletindo-se na contagem de infiltrados, onde o numero destes foi
significativamente menor no cérebro. A avaliagdo imunolégica demonstrou que os
animais tratados com gangliosideos apresentam niveis significativamente menores de
TNF-a, uma das principais citocinas envolvidas na génese da EAE. Estes resultados
comprovam a agdo imunomoduladora dos gangliosideos na evolucdo da EAE,
relacionada com a provéavel inibicdo na producio do TNF-a devido a supressdo na
proliferacio de linfocitos Thl, o que leva a propor a possibilidade de um novo agente
terapéutico para o tratamento da esclerose miltipla.



Abstract

The experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a disease mediated by CD4
T cells, that penetrate nervous tissue across the blood-brain barrier and promote a
local inflammatory reaction and edema, responsible for the occurrence of the
neurological deficits of the disease. As a model of the multiple sclerosis, EAE has been
used for the evaluation of therapeutic strategies for this pathological condition. In the
present work, we investigated the effect on EAE evolution of treatment with
gangliosides. The disease was induced in Lewis rats and they received two daily
doses of the gangliosides mixture (100mg/Kg). The Lewis rats were accompanied for
clinical evaluation and sacrificed for morphological, morphometric, and
immunohistochemical analysis of the nervous tissue. We also made a proliferation
assay, tumor necrosis factor-o (TNF-a) and transforming growth factor-p (TGF-p)
dosage. The results showed that the administration of gangliosides in the effector
phase of EAE leads to the partial or total suppression of the clinical signs. This finding
was valiated by the significantly lesser number of inflammatory cell infiltrations in the
brain of treated animals. Moreover, the TNF-a levels were smaller in Lewis rats that
were immunized and received gangliosides. Our results showed very strong
immunomodulatory action of the gangliosides on the evolution of EAE, suggesting
that these compound may have an important role in multiple sclerosis therapeutics.



Abreviaturas Utilizadas

APC Células apresentadoras de antigeno

wFGF Fator de crescimento de fibroblasto basico
BHE Barreira hematoencefalica

CFA Adjuvante completo de Freund

CSF Fator estimulante de coldnia

CTL Linfocito T citotéxico

DAB 3,3'diaminobenzidina

dpi Dias poés-inoculacio

EAE Encefalomielite experimental autoimune
EM Esclerose maltipla

GFAP Proteina fibrilar glial astrocitica

GP-MBP |Proteina basica de mielina de cobaia

HE Hematoxilina e Eosina

ICAM-1 |Molécula de adesao celular intercelular-1
IFN-y Interferon-y

IL Interleucina

LFA-1 Antigeno associado a fungio linfocitaria-1
LPS Lipopolissacarideo

LT-a Linfotoxina-o

MAG Glicoproteina associada a mielina

MBP Proteina basica de mielina

MHC-II | Complexo de histocompatibilidade principal II
MOG Glicoproteina de mielina do oligodendrécito
Mt Micobacterium tuberculosis

NGF Fator de crescimento neural

NK Linfocito natural killer

NO Oxido nitrico

PBS Tampao fosfato salina

PDGF Fator de crescimento derivado de plaqueta
PLP Proteina de proteolipideo

SNC Sistema nervoso central

TCR Receptor de linfécito T

TGF-p Fator transformador do crescimento-p
Thl Linfécito T helper 1

Th2 Linfécito T helper 2

TNF-a Fator de necrose tumoral-a

VCAM-1 | Molécula de adesao celular vascular
VLA-4 Antigeno tardio-4







Para a maioria dos tecidos, a inflamacéo é um evento protetor, servindo para
confinar e destruir tecidos lesados e os agentes perniciosos. Entretanto, no sistema
nervoso central (SNC), onde a expressdo constitutiva de moléculas do sistema imune é
minima e o trafico de componentes circulantes do sistema imune é impedido pela

barreira hematoencefilica, o processo inflamatério pode ter conseqiiéncias gravissimas

(RAINE & PATH, 1994).

A esclerose multipla (EM) é uma doenca cronica inflamatéria do SNC,
caracterizada pela infiltracdo de células do sistema imune, destruicdo localizada da
mielina e perda de oligodendrocitos (EWING & BERNARD, 1998). Sua etiologia é
desconhecida, mas evidéncias clinicas, histopatoldgicas, imunolégicas e genéticas
indicam que a lesdo do tecido é resultado da resposta imune voltada contra os

constituintes da mielina (BROSNAN & RAINE, 1994).

Sua ocorréncia é primariamente em adultos jovens, sendo que os primeiros
sintomas surgem entre 20 e 45 anos, raramente manifestando-se antes dos 15 anos ou
apds os 50 anos. Clinicamente, durante os surtos, os pacientes podem apresentar
vertigem, tremores, falta de coordenacdo, espasticidade aumentada, depressdo,
oscilacdo de humor, anormalidades cognitivas, disfuncdo sexual, ataxia, constipacédo
intestinal, incontinéncia urinaria, fadiga, neurite 6ptica, quadriparesia, disartria, perda

de coordenacéo das extremidades superiores e disestasia (LYNCH & ROSE, 1996).

A patologia da EM é caracterizada pela presenca de placas desmielinizadas

com inflamacdo perivascular, restritas & substincia branca do SNC (LYNCH & ROSE,
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1996). Em todas as lesdes predominam linfécitos e macrofagos, mas a extensido da
destruigdo de oligodendrécitos depende do estdgio da lesdo, que pode ser ativa inicial,
ativa tardia ou crénica. Embora sejam observados axdnios intactos nas placas
desmielinizadas, o dano axonal pode ser inferido pela presenca de precursor de
proteina amil6ide, observada nas bordas ativas da lesdo, que coincide com a
localizagao de macroéfagos no local, sugerindo que a reacdo imuno-mediada nio esta

restrita a mielina (AMOR et a/, 1997).

Na EM os continuos ataques do sistema imune ao SNC, constituidos de
periodos de surtos e remissGes, reduzem a capacidade de remielinizacdo das lesdes,
resultando na formagdo de placas permanentes de tecido cicatricial glial. Além disso
ha redu¢do no numero de neurbnios e conseqiientes deficiéncias neurologicas

irreversiveis (TOURBAH et al, 1997).

Embora os antigenos especificos, responsaveis pela resposta autoimune na
EM ndo tenham sido totalmente determinados, postula-se que este processo seja
iniciado quando macréfagos que expressem moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal classe II (MHC-II) apresentem peptideos antigénicos
proprios modificados aos receptores de linfécitos T (TCR) nas células T helper 1 (Th1).
Durante a apresentacdo do antigeno, tem particular importancia a presenca de
moléculas co-estimulatérias como a B7 e CD28. Posteriormente, leucécitos marginam a
luz endotélio vascular cerebral ligando-se fracamente & este através de moléculas de
adesdo, como o antigeno tardio-4 (VLA-4) e antigeno associado a fun¢do linfocitaria-1

(LFA-1). Estas moléculas ligam-se de forma complementar & molécula de adesdo
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celular vascular-1 (VCAM-1) e 4 molécula de adesdo celular intercelular-1 (ICAM-I)
na superficie das células endoteliais. A liberacdo de proteases pelos leucécitos lesam o
tecido e facilitam a diapedese dessas células para o parénquima cerebral. Desta forma
a destruicdo da mielina seria mediada por células T que secretariam o fator de necrose
tumoral-o. (TNF-«), téxico para oligodendrocitos e por macréfagos que a fagocitam.
Os macréfagos também liberam TNF-, radicais livres do oxigénio, 6xido nitrico (NO)
e proteases. A destruicdo da mielina ocorre ainda pela agdo de linfécitos B que
diferenciam-se em plasmocitos, secretando anticorpos que ativam o sistema
complemento, promovendo o ataque a bainha de mielina (ANDERSON & GOODKIN,

1998).

A compreensdo destes mecanismos é importante para o esclarecimento da
patogénese de doencas autoimunes como a EM e formulagdo de estrategias
terapéuticas para intervencdo imune. Neste sentido o emprego do modelo
experimental da EM, a encefalomielite experimental autoimune (EAE), tem trazido

grandes contribuicdes (EWING & BERNARD, 1998).

A primeira descri¢do da EAE foi feita por RIVERS e colaboradores em 1933.
Estes autores demonstraram que a encefalomielite aguda disseminada, que
ocasionalmente ocorre em pacientes apés a vacinacdo contra raiva, poderia ser
reproduzida em macacos por repetidas injecdes de extrato de cérebro de coelho

(MACEDO et al., 19%).
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A EAE é considerada um modelo adequado para o estudo da EM, uma vez
que mimetiza os eventos autoimunes induzidos pela imunizacdo dos animais com
autoantigenos, agora bem caracterizados. Assim como a EM, a EAE é uma doenca
mediada por linfécitos T CD4+, que apresenta quebra da barreira hematoencefalica,
processos inflamatorios e desmielinizantes (RIDGWAY ef al, 1994; DIAB ef al., 1997;

VILLAROYA et al, 1997).

Em linhagens de animais susceptiveis a EAE, sua inducio pode ser feita
empregando-se varias estratégias: imunizagdo com o virus da encefalomielite murina de
Theiler, com homogeneizado de SNC, ou com proteinas da mielina, tais como, a proteina
basica de mielina (MBP), proteina de proteolipideo (PLP), glicoproteina associada &
mielina (MAG) e glicoproteina de mielina do oligodendrécito (MOG) ou com peptideos
encefalitogénicos dessas protefnas. Estas proteinas e seus peptideos sdo utilizadas na
preparagio do indculo com a presenca de adjuvantes apropriados, como o adjuvante

completo de Freund (CFA), nos procedimentos de induciio (ENCINAS ef a/, 1996).

A inducdo da EAE pode ainda ser feita através da transferéncia adotiva de
linfocitos T reativos a MBP ou PLP (TSUNODA ef al, 1996; CONSTANTINESCU et
al., 1998). Conforme o protocolo de indugdo e a linhagem do animal, a doenca pode

apresentar-se sob a forma aguda monofasica ou sob a forma cronica com ataques e

remissoes.

A forma monofésica aguda pode ser induzida em ratos Lewis por imunizacéo

ativa com autoantigenos purificados de mielina em adjuvante completo de Freund
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(CFA), ou por transferéncia adotiva. Em ambos os casos a doenga é caracterizada por
uma doenca paralisante ascendente, que primeiro afeta a cauda e os membros
posteriores, progredindo para os membros anteriores, levando eventualmente & morte.
O exame histopatoldgico demonstra que a doenga clinica na forma monofasica aguda

esta associada & inflamacdo do parénquima perivascular (WEKERLE et a/, 1994).

Apoés inducdo afiva a doenga ocorre em duas fases: 1) Fase indutora, que
compreende a apresentacdo de epitopos da mielina a linfécitos T CD4+ nos 6rgéos
linféides periféricos com subsequente expansdo e diferenciacdo destas em células
efetoras Thl, que secretam citocinas pré-inflamatorias; e 2) Fase efetora, que consiste
na migracdo de Iinfocitos mielina-especificos ativados para o SNC, levando a quebra
da barreira hematoencefdlica (BHE). Ocorre neste momento a apresentacdo de
epitopos da mielina por células apresentadoras de antigenos (APC) aos linfocitos T no
SNC. Concomitantemente ha a expressdo de quimioquinas e citocinas por linfécitos T
encefalitogénicas e por células residentes ativadas do SNC, como os astrécitos e as
microglias, as quais, em conjunto, recrutam um grande numero de células
mononucleares para o parénquima do SNC. Assim, a desmielinizacdao dos tratos
axonais ocorre pela atividade fagocitica de células mononucleares ativadas e pela
provavel acdo citotéxica, direta ou indireta, de moléculas efetoras soluveis como
interferon y ([FIN-y), linfotoxina o (LTa), fator de necrose tumoral « (TNF-a), éxido
nitrico (NO), enzimas proteoliticas e radicais de oxigénio, todos liberados por

linfocitos CD4+ e macréfagos/microglias ativados (MILLER & SHEVACH, 1998).
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1.1. Barreira Hematoencefdlica

A BHE presente nos capilares do SNC, ¢ formada por endotélio ndo
fenestrado, associado aos pés astrécitarios e prolongamentos dos pericitos e micréglias
perivasculares. As células endoteliais estdo envolvidas pela lamina basal e estio
unidas por uma complexa rede de jungGes do tipo ‘“tight’, que impedem a difusdo
paracelular. Os pericitos sdo células contrateis caracterizadas por longos
prolongamentos que circundam os capilares cerebrais, fornecendo suporte estrutural
aos vasos (BALABANOV & DORE-DUFFY, 1998). Além de outras inimeras funcdes,
0s pericitos também controlam o transporte de macromoléculas através da BHE por
meio de endocitose de compostos que consigam cruzar a barreira endotelial. Devido
ao inimo contato com as células endoteliais, pericitos e astrécitos em conjunto
mantém a integridade dos capilares cerebrais e auxiliam na funcido de barreira do
SNC contra a invasédo de agentes externos (ENGELHARDT, 1996; DE VRIES et al,

1997).

Uma das principais caracteristicas da EAE é o rompimento da BHE e o
acumulo de fluidos plasmaticos, levando ao surgimento de edema (CLAUDIO et al,
1995). Estudos realizados na EAE demonstram que linfécitos T ativados cruzam a
BHE. Ao infiltrarem-se no parénquima cerebral, interagem com as células da glia e

iniciam desta forma, resposta inflamatoria (TRAN et al, 1998).

Os eventos que levam a quebra da BHE consistem da ativagdo de macrofagos

e células T apés a ligagdo com a [CAM-1, presente no endotélio cerebral, resultando na
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produgdo de moléculas inflamatérias como IFN-y, IL-1 e NO que, posteriormente,

levam & alteracdo das propriedades da BHE (MERRIL & MURPHY, 1997).

Inicialmente, o linfécito se liga fracamente & parede do endotélio ao encontrar
fatores de ativagdo especificos, isto ¢, ocorre a interacdo do LFA-1, presente na
membrana celular dos linfocitos, com as moléculas de adesdo celular ICAM-1/ICAM-2
localizadas na membrana das células endoteliais. Sequencialmente, aumentando a
forca de ligacdo, ocorre a interagdo do VLA-4 com a VCAM-1, presentes nas
membranas celulares dos linfécitos e das células endoteliais respectivamente. Pelo
estimulo de sinais quimiotaticos, independente de sua especificidade antigénica, os
linfocitos T CD4+ atravessam o endotélio por diapedese através das juncbes do tipo
"tight", cuja integridade foi afetada e a seguir através da membrana basal do capilar

(HARTUNG et al, 1995; MILLER & SHEVACH, 1998).

Ocorre a seguir a interacdo antigeno-especifica dos linfécitos CD4+ com uma
célula apresentadora de antigeno MHC classe II, como células da micréglia
perivascular, micréglia e possivelmente astrécitos. A expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio vascular aumentam e citocinas quimiotiticas e pré-inflamatorias

sdo liberadas (WEKERLE ef al, 1994; GERHMANN ef a/, 1995).

As células endoteliais da BHE expressam as mesmas moléculas de adesdo para
leucocitos encontradas em outros endotélios, as quais sdo utilizadas para direcionar os
linfocitos para © parénquima do SNC que mesmo sob circunstincias normais, ha

circulacio de células mononucleares (HART & FABRY, 1995; ENGELHARDT, 1997).
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1.2 Células da Glia

As microglias constituem um grupo heterogéneo de células, encontradas nas
substdncias cinzenta e branca. Em condi¢des normais, sua morfologia é variavel, mas
em repouso apresentam-se altamente ramificada e com nidcleo alongado,
correspondem a 20% das células gliais no SNC. Estas células sdo relacionadas com a

linhagem de momndcitos/macréfagos e, por essa razdo, também expressam moléculas

do MHC classe II (BAUER et al, 1994).

Apds a inducdo da EAE, durante a fase efetora, as microglias proliferam
tornando-se hipertréficas. Ao mesmo tempo, linfocitos T encefalitogénicos recrutam os

macrofagos do sangue periférico para os sitios de lesdao (HUITINGA et a/,, 1995).

Uma vez ativadas, as microglias sofrem mudancas morfologicas retraindo
suas ramificagSes, assemelhando-se a um macréfago e, mudangas funcionais, que
compreendem o aumento da expressdo dos antigenos do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) e a liberagdo de substancias mediadoras ja
mencionadas, ou seja, moléculas citotéxicas, intermediarios reativos de oxigénio,

éxido nitrico, proteases e citocinas inflamatorias (GEHRMANN et a/., 1995).

Os macrofagos e as micréglias sdo responsaveis pelos processos
desmielinizantes caracteristicos da EAE e da EM, devido a atividade fagocitica destas
células (BAUER et al, 1994). O ataque do sistema imune é direcionado para as células
responsaveis pela formacdo da mielina, os oligodendrocitos (BOCACCIO &

STEINMAN, 1996).

23



A fungao basica do oligodendrocito é a formagdo e, juntamente com os
astrocitos, a manutencdo da mielina, participande também da manutencdo do
microambiente proximo aos neurénios e, desta forma, atuando no crescimento e

manutencdo do axoénio (LUDWIN, 1997).

As principais proteinas da mielina (figura 1) sdo a MBP e a PLP, mas ha
também a MAG e a MOG. E provavel que a MBP, esteja associada a face
citoplasmatica da membrana, mediando a compactagdo entre duas superficies
citoplasmaticas adjacentes. O PLP é uma proteina integral de membrana, sendo sua
funcdo hipotética, a de mediar a interagdo entre duas superficies extracelulares
opostas. A MAG, molécula de adesdo celular, atua na manutencdo da estrutura
periaxonal normal. Juntamente com a MOG constituem os principais antigenos
encefalitogénicos que desencadeiam os processos autoimunes observados na EAE

(PFEIFFER ef al., 1993; BEVENISTE, 1997; LUDIWIN, 1997; LI ef al, 1998).

Embora os macrofagos e as micréglias sejam considerados mediadores do
processo inflamatorio, alguns autores verificaram que a presenca de macréfagos em
culturas de tecido nervoso cenfral induz o aumento da producio de MBP, PLP e
MAG. Estes dados sugerem que os macréfagos seriam também importantes no
processo de remielinizagdo, por iiberarem in vitro, fatores moduladores da

proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia de oligodendrécitos (AMOR et al, 1997).

Estudos in vitro demonstraram que as micréglias sdo capazes de expressar

fator de crescimento neural (NGF), o qual atua no crescimento, sobrevivéncia e
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maturagdo neuronal. Expressam também o fator de crescimento de fibroblasto basico
(bFGF) e o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), que estimulam a

proliferacdo de células progenitoras do oligodendrécito (PFEIFFER, ef al, 1993).

Bicamada lipidica

Figura 1. Representacdo esquematica das principais proteinas da mielina. A
associacdo com a Membrana de mielina é hipotética {modificado de Pfeiffer et al,
1993). N= amino-terminal C=carboxi-terminal

Os astrocitos sdo caracterizados por uma grande quantidade de
prolongamentos citoplasmaticos, podem ocorrer tanto na substincia cinzenta como na
branca. Classicamente sdo divididos nos tipos protoplasmaticos e fibrosos. Entre as
varias fungSes estdo envolvidos no suporte estrutural para o tecido nervoso e atuam

na transmissdo sinaptica (DEGROOT, 1991).

Astrocitos também participam dos eventos imunolégicos ocorridos no SNC
durante em doengas como a EM e a EAE, uma vez que podem ser induzidos a atuar
de forma analoga aos macrofagos e células da micréglia, tornando-se células
imunocompetentes. Estas células possuem a capacidade de responder ou secretar
citocinas imunorregulatorias como a IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, fatores estimulantes

de colonia (CSFs), IFN-y, TGF-B, TNF-o. e quimioquinas (BEVENISTE, 1997).
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Os astrocitos podem ainda expressar os antigenos MHC classe II apés
exposicdo ao IFN~y, bem como aumentar tal expressao na presenca do TNF-«. Isto faz
crer que estas citocinas regulam a capacidade do astrécito para atuar como uma célula

apresentadora de antigeno no SNC (CHUNG et al, 1991).

Ap6s a instalacdo da lesdo ocorre a ativagido dos astrécitos, dando origem a
gliose reativa, caracterizada pela hipertrofia e hiperplasia dessas células, com aumento

da expressdo da proteina fibrilar glial astrocitica (GFAP) (BEVENISTE, 1997).

Na EAE observa-se a presenca de astrécitos reativos no pico da doenga, com
posterior formagao da cicatriz glial ao final dos sinais clinicos (MATSUMOTO et al,

1992).

1.3. Linfocitos T CD4+ Thi, Th2 Th3 e Citocinas

Esta estabelecido que sob estimulo antigénico, linfécitos T CD4+ podem
diferenciar-se nos sub-tipos Thl, Th2 ou Th3, dependendo do tipo de citocinas
secretada (revisto por OLSSON, 1995, DAS, 1997). As células Thl atuam
principalmente em reagdes de hipersensibilidade do tipo tardia, imunidade celular e
viral, produzindo IL-2, linfotoxina, TNF-a e IFN-y. As células Th2 estdo envolvidas
na proliferagdo e diferenciagao de linfécitos B, participam na defesa contra parasitas e
em processos alérgicos, produzindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (OLSSON, 1995). Ja
as células Th3 consistern de uma linhagem distinta de linfocitos T, as quais secretam

TGF-B (HAFLER et al,, 1997).
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Através da técnica de hibridizacdo in situ, foi demonstrado que muitas
células ndo podem ser classificadas como Thl, Th2 ou Th3, por exibirem um padrdo
complexo e heterogéneo de citocinas, com a combinacio de IL-2, L4, II-5, IFN-y e IL-

10 e TGF-B. Este tipo de células tem sido chamado de ThO (ABBAS ef al, 1996).

As citocinas constituem um grupo de proteinas de 8-26 kDa, produzidas por
uma grande variedade de células. Produzidas durante a fase efetora da imunidade, as
citocinas medeiam e regulam as respostas inflamatorias. Ap6s a transcricio genética, o
RNAm transcrito ¢ normalmente instadvel e a citocina é rapidamente liberada

(BEVENISTE, 1997).

N

Normalmente iniciam sua ac@o localmente pela ligacdo a receptores
especificos na superficie celular. Esta ligacdo ativa sistemas de segundos-mensageiros
intracelulares, que posteriormente desencadeiam respostas na célula-alvo via

proteinaquinases ou fosfatases (ZHAO & SCHWARTZ, 1998).

As citocinas tém funcdo crucial no processo lesivo, atuando no inicio,
propagacdo e regulagdo da lesdo autoimune tecido-especifica. As citocinas do tipo Th1
estdo presentes nas lesGes inflamat6rias da EAE no SNC. J4 as citocinas expressas
pelas células Th2 e Th3, estdo associados a fase de recuperagdo da EAE (KUCHROO &

WEINER, 1998).

O estudo da EAE monofdsica aguda em ratos Lewis, demonstrou que o
aparecimento das citocinas ¢ seqiiencial. Inicialmente ocorre a producio de IL-12 pelas

APCs, o que coincide com ¢ aparecimento das primeiras células inflamatérias, antes
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do inicio dos sinais clinicos. Esta citocina promove a diferenciagdo das células Thl,
que expressarn IFN-y , TNF-a e/ou LT-a. Posteriormente, na fase aguda da doenca e
paralelamente ao aumento da gravidade dos sinais clinicos, também sdo expressas
IFN-y e TNF-o. Estas citocinas irdo desencadear a doenca por lesio direta aos
oligodendrocitos e a mielina, bem como pela ativagdo de macréfagos, que estdo
envolvidos na desmielinizacdo. Durante a fase de recuperacio da EAE ocorre o
aumento da expressdo das citocinas das células Th2, que secretam IL-4 , [L-10 e [L-13 ¢
atuam como desativadores de macréfagos. Além disso, ha expressio do TGF-B,
produzido por células Th2/Th3. A expressdao de IL-4 ndo tem relagdo clara com a

sequéncia dos eventos patolégicos (OLSSON, 1995; NAVIKAS & LINK, 1996).

1.3.1 Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

O TNF-a foi originalmente identificado como mediador de necrose
tumoral encontrado no soro de animais tratados com LPS. Esta citocina ¢é
inicialmente sintetizada como uma proteina transmembrana nao glicosilada. O
ffagmento de 17 kDa, incluido a por¢do carboxi-terminal é entdo clivada da
membrana plasmaética produzindo a forma secretada, a qual circula como

homotrimero de aproximadamente 51 kDa (ABBAS et a/, 1994).

O TNF-o é uma das principais citocinas envolvidas na patogénse da EAE. Seu
RNAm tem sido detectado nas lesSes da EM, e sua sintese aumenta na fase aguda,

junto com o agravamento dos sinais clinicos na EAE. Embora seja produzida
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principalmente por macréfagos e linfécitos T ativados, outros tipos celulares como as

microglias e os astrocitos também podem expressa-lo (BEGOLKA & MILLER, 1998).

Os efeitos biolégicos do TNF-a incluem a quebra das juncdes do tipo “tight”; o
aumento da expressdo de moléculas de adesdo como ICAM-1 e VCAM-1, do MHC

classe 1l em astrécitos e a destruicio de oligodendrocitos (NAVIKAS & LINK, 1996;

KORNER et al, 1997).

Em estudos realizados com pacientes portadores da EM, verificou-se que o
namero de células expressando RNAm do TNF-o no sangue periférico era
diretamente proporcional ao estado de exacerbagdo da doenca e ao grau de
incapacidade do paciente. Esse ntimero também era maior em pacientes cuja
incapacidade era grave, quando comparado com aqueles que apresentavam

incapacidade amena (RIECKMANN et a/, 1994; OLSSON, 1995; MARTINO et al, 1998).

Por outro lado, animais com delecdo do gene para o TNF-a, desenvolvem a
EAE normalmente, indicando que a redundédncia funcional das citocinas proé-
inflamatérias, como o que ocorre entre o IFN-y e o TNF-a. Desta forma na falta do
TNF-a, é provavel que haja a compensacédo pelo IFN-y na génese da doenca (SELMA]
et al., 1998). Estes estudos demonstraram que a constituiczo do infiltrado perivascular

é alterado, propondo a importincia desta citocina para o estabelecimento da lesdo na

EAE (BEGOLKA & MILLER, 1998).
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1.3.2. Fator Transformador de Crescimento - (TGF-)

O TGF-§ constitui uma familia de moléculas codificadas por diferentes genes
denominados TGF-pl, TGF-f2 e TGF-B3, além de outros membros que estdo
envolvidos no desenvolvimento. Células do sistema imune como os linfécitos T e o0s
mondcitos sintetizam principalmente TGF-B1, mas o SNC pode apresentar altos niveis

de TGF-B3 (ABBAS et al, 1994).

Em 1989 foi descrito pela primeira vez in vitro, a acdo do TGF-B na inibicdo
da ativacdo de linfécitos T MBP-especificos, interferindo desta forma com a indugdo
da EAE por transferéncia adotiva. Subseqiientemente, muitos laboratorios
confirmaram que o TGF-p é efetivo tanto na prevencdo como na reversio dos sinais
clinicos. Além disso, anticorpos neutralizantes contra o TGF-$ aumentam a gravidade

da EAE, indicando que esta citocina tem importante papel na melhora da doenga

autoimune (SMELTZ ef al, 1998).

O TGF-B pode exercer suas propriedades imunossupressoras por regular a
producdo de outras citocinas. Por exemplo, o TGF- inibe a producdo de IFN-y em
células mononucleares de sangue humano ativadas por mitégeno e, podendo atuar
desta forma, diretamente sobre as células Thl. O TGF-f também suprime a
apresentacao de auto-antigenos por astrécitos e antagoniza a expressao do MHC classe
II induzido pelo IFN-y e TNF-a, em ratos. A expressio do RNAm do TGF-B na
medula espinhal aumenta durante o periodo que precede a fase de recuperacdo da

EAE. Além disso, em surtos prolongados da EAE, verifica-se a auséncia do RNAm do
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TGF-B na medula espinhal de ratos da linhagem DA, o que fornece uma possivel
explicagdo para a natureza do surto da doenca (NAVIKAS & LINK, 1996; LETTERIO

& ROBERTS, 1998 ; SMELTZ & SWANBORG, 1998).

O endotélio cerebral pode sofrer acdo direta do TGF-B, quando utilizado em
tratamento de camundongos do 5° ao 9° dia ap6s a inducdo da EAE, evita a infiltracdo
de linfocitos T no SNC. Esses estudos realizados no endotélio cerebral sugerem que o

TGF- inibe a ativacio destas células induzida pelo IFN-y, impedindo a expressao dos

produtos do gene MHC classe II e moléculas de adesio. (SMELTZ & SWANBORG,

1998).

Durante o curso da EAE induzida de forma ativa no modelo com ratos Lewis,
tem sido demonstrado que a recuperacdo espontinea estd associada ao aumento na
ativagdo dos linfécitos T CD4+ antigenos-especificos, VB8 capazes de secretar TGF-f.

(BEGOLKA E MILLER, 1998).

O estudo dos mecanismos supressores do TGF-B tem levado a identificacdo
de células que liberam esta citocina em animais que ndo respondem a inducio da EAE
quando tolerizados oralmente com a MBP. Contudo, a anergia clonal, isto ¢, a
inativagdo funcional de células reativas a MBP, também pode ser responsabilizada
como um dos mecanismos envolvidos na resisténcia a inducdo da EAE (SMELTZ &

SWANBORG, 1998).

Na tolerancia oral, células T das placas de Peyer de animais tratados com

MBP por via oral, quando estimuladas com este tolerégeno in vitro, secretam TGE-B.

31



Além disso, estas células quando transferidas “adotivamente” conferem resisténcia
contra a EAE. Pesquisadores demonstraram que os linfécitos responsaveis pela
secrecdo do TGF-P sdo aqueles que induzem a supressdo in vivo (SANTOS et al,
1994). Além disso, a funcdo protetora conferida por linfécitos T supressores CD4+ e
CD8+ contra a EAE in vitro e in vivo, pode ser bloqueada por anticorpos

neutralizantes ant-TGF-p (LETTERIO & ROBERTS, 1998).

Mais ewvidéncias da funcio fisiologica imunossupressora para o TGF-B in vivo
tém sido fornecidas por estudos em camundongos cujo genes para TGF-B foram
deletados. Verificou-se que tais animais morrem precocemente em virtude de

inflamacdo, localizada principalmente no coragéo e no pulmao (KIEFER ef al.., 1998).

1.4. Gangliosideos

Junto a uma variedade de terapias imunes tem sido proposto o uso de
gangliosideos na reducdo das conseqiiéncias deletérias de varias doencas
neurodegenerativas e de origem autoimune (BRINKMAN et al, 1983; OFFNER &

VANDERBARK, 1985; MASSA, 1993; SHIMADA et al,, 1993; FERRARI et al, 1995).

Os gangliosideos constituem uma classe de glicoesfingolipideos que possuem
uma porcio hidrofébica, formada por um é&cido graxo amido de esfingosina e uma
cadeia hidrofilica de carboidratos, contendo uma ou mais moléculas de acido sialico, o
que lhes confere carga negativa. Sdo mais abundantes nas células nervosas, onde
representam 5-10% da massa lipidica total (ALBERTS et al, 1995). Embora estejam

primariamente localizados no folheto externo da membrana plasmatica, também
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ocorrem na sua forma livre no plasma sanguineo e em outros fluidos corporais

(BERGELSON, 1995).

Componentes importantes para diversos processos  biol6gicos, os
gangliosideos participam da regulacdio do reconhecimento e adesio intercelular,
proliferacdo, morfogénese, diferenciacdo, neuritogénese, apoptose e transformacio
oncogénica. Enquanto receptor e co-receptor de varias substincias bicativas como

hormoénios e citocinas, atuam na traducdo de sinais para o meio intracelular

(BALLOW, 1992, MAHONEY & SCHNAAR, 1997).

Considerando os diferentes mecanismos pelos quais podem associar-se as
células, a alteragdo do perfil dos gangliosideos em um determinado tipo celular pode
resultar na modulacido das propriedades de superficie, atividade enzimatica e fungdo
de outros tipos celulares. Sob esta abordagem, os gangliosideos podem ser

considerados como um tipo de citocina (BERGELSON, 1995).

Sabe-se que a concentragdo de gangliosideos pode alcancar niveis elevados
em algumas condicGes patologicas como o cancer e a arteriosclerose. Estas observacdes
levaram a sugestdo de que os gangliosideos podem ser, pelo menos em parte,
responsaveis pela alteragdo da imunidade observada em muitos pacientes com céancer,

e por esta razéo diversos estudos vém sendo desenvolvidos para investigar seu uso

terapéutico como agente imunossupressor (BERGELSON, 1995; IRANI et al, 1995).

Os mecanismos moleculares de agdo dos gangliosideos ndc estio bem

entendidos. Uma possibilidade seria que os gangliosideos presentes nas superficies
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celulares lignern-se especificamente a receptores proteicos de células proximas,
gerando a resposta apropriada. TIEMEYER e colaboradores (1990), trabalhando com o
gangliosideo GT1b, verificaram que seu receptor consiste de uma proteina carreadora
transmembrana, & qual o gangliosideo liga-se covalentemente através de sua porcao
lipidica. Os autores demonstraram ainda que estes receptores sao encontrados na
mielina do SNIC, onde estariam posicionados para mediar interacGes entre os

oligodendrécitos e os axonios a eles associados (TIEMEYER et al, 1990).

Com relacdo a resposta imune, varios trabalhos tém demonstrado que 0s
gangliosideos  suprimem a proliferacio de leucécitos, por progenitores
hematopoiéticos, a geragdo de linfocitos T citotdxicos (CTLs), a ativagdo e crescimento
de linfécitos Th e a citotoxicidade de linfécitos "natural killer" (NK). Além disso,
inibem a proliferacdo de linfécitos B, a producdo de anticorpos, IL-1 e TNF-a por
monocitos. Sabe-se ainda que suprimem a expressao do CD4 e a produgdo de IFN-y
em resposta & antigenos estranhos, a0 mesmo tempo em que ativam linfécitos T com
funcdo supressora. Particularmente, esta atividade imunossupressora parece estar
diretamente relacionada aos gangliosideos GM3. Por outro lado, os efeitos inibitérios
sobre a maioria das células T, aparentemente sio mediados por gangliosideos com

porgao glicidica mais complexa (KOIKE et al, 1993; BERGELSON, 1995; IRANI et al, 1995).

Em geral a supressdo de linfocitos por gangliosideos exdgenos é observada inz
vitro em concentracbes que variam entre 5-50nmol/ml?, concentracbes estas

correspondentes as encontradas no contetido sérico humano (BERGELSON, 1995).
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Tem sido demonstrado que o gangliosideo GD3 associado as células tumorais,
em concentracao extremamente baixa (0.2nmol ml?), estimulam significativamente a
resposta humoral primaria de células do bago depletado de linfécitos T, mas inibe a
resposta em altas concentracdes (BERGELSON, 1995). Verificou-se também que a acao
do gangliosideo sobre a resposta humoral é dependente de sua concentracio, uma vez
que altas doses podem inibir a blastogénese induzida por um antigeno, enquanto que

baixas doses aumentam a resposta linfo-proliferativa (DOSMOROV et al, 1997).

Os produtos dos genes MHC classe I e classe II sdo aparentemente regulados
negativamente nas células de origem neuroectodérmica, em relacio a outros tipos
celulares, o que pode ser importante para a supressio de reacGes imunopatogénicas no
SNC. Estes dados tém sido reiterados pela observagio da expressdo localizada das
moléculas de MHC classe I e II em astrocitos nos casos de resposta inflamatoria de
linfocitos T, imunopatogénicas, como aquelas que ocorrem durante a formacdo da
lesdo ativa na EM e na EAE. Segundo MASSA (1993), os gangliosideos suprimem
especificamente a expressdo do MHC classe I e II e ICAM-1, quando constitutiva ou
induzida por IFN-y em astrécitos. Esta atividade supressiva pode explicar a falta

destas moléculas no SNC (MASSA, 1993).

YIM e colaboradores (1994) verificaram que a adigdo dos gangliosideos GM3 e
GD3 em cultura de células O-2A, progenitora dos oligodendrécitos, era capaz de
induzir a formagdo de prolongamentos celulares e a expressio de componentes
relacionados & mielina. Os autores concluiram que estes glicoesfingolipides eram

importantes para a diferenciacdo dos oligodendrécitos, uma vez que por serem
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constituintes importantes da membrana plasmatica, facilitariam a diferenciacdo
celular para sintese de mielina. Por essa razdo, os autores propuseram que as
células da linhagem O2-A exibiam maior plasticidade, a qual seria promovida pelo
GM3, durante oOs processos de desmielinizagdo/remielinizacdo, promovida pelo GM3

(YIM et al, 1994).

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que a administracdo de
gangliosideos apés a lesdo nervosa ter ocorrido, minimiza o dano e/ou promove a
regeneracdo da éarea lesada. A capacidade dos gangliosideos exégenos em promover a
formacdo de newuritos tem sido abordada em vérios protocolos e, em geral, estes efeitos
ndo sdo especificos para um gangliosideos em particular, mas podem ser causados por

uma ampla variedade de lipides contendo acido sialico (YIM et al, 1994).

Durante os processos de envelhecimento, ha significativa diminuicdo da
sintese do NGF. DUCHEMIN e colaboradores (1997), verificaram que a administragdo
sistémica de GM1 durante 30 dias, restaurava o contetido de NGF, aumentando os
niveis de RNAm no cértex frontal e hipocampo de ratos velhos. Nestas regides estio
situados os terminais de neurdnios colinérgicos do prosencéfalo, os quais necessitam

do NGF para crescimento e sobrevivéncia (DUCHEMIN et al, 1997).

Paradoxalmente, outros estudos tém abordado o possivel envolvimento
imunolégico dos gangliosideos como agentes causais em diversas neuropatologias.

Anticorpos policlonais anti-gangliosideos tém sido descritos em varias condicdes
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neurologicas como esclerose amiotréfica lateral, EM e sindrome de Guillain-Barré

(PONZIN et al., 1991).

Auto-anticorpos  direcionados contra gangliosideos sdo frequentemente
policlonais do isotipo IgM. Estes anticorpos s@o caracterizados pela ligacdo de baixa
afinidade a porgao glicidica da molécula do gangliosideo. Por essa razdo, a

importancia patogénica destes anticorpos ndo esté clara (BANSAL et al, 1994).

O GM1 é o gangliosideo mais comumente reconhecido como antigeno,
desencadeando a producdo de anticorpos, tanto em condicSes normais como em
condigbes patolodgicas. Na membrana celular dos neur6nios e dos oligodendrdcitos
que formam a bainha de mielina existem grandes quantidades deste gangliosideo.
Desta forma, anticorpos anti-GM1 humanos nio devem ser considerados como
nocivos, visto que, embora sejam detectados por ensaio de fase sélida, sua afinidade
faz com que este seja inadequado para desencadear a cascata de complemento, o que
leva & conclus@o de que anticorpos associados com estados patolégicos devem ser

anticorpos de alta afinidade (MIZUTAMARI, 1998).

Para avaliar seu potencial patogénico, SAEZ-TORRES e colaboradores (1998),
induziram a EAE em animais da linhagens Lewis (ratos) e SJL (camundongos)
utilizando gangliosideos exégenos na preparacio do inodculo. Seus resultados
demonstraram que em nenhum animal houve a ocorréncia da doenga provocada pela
imunizacdo de gangliosideos ex6genos juntamente com o adjuvante, sem a presenca

da GP-MBP. Além disso, a titulagio dos niveis de anticorpos anti-gangliosideos
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demonstrou que mesmo os animais que receberam o indculo sem a presenca de
gangliosideos (GP-MBP +CFA), apresentaram pequenas quantidades de anticorpos
anti-gangliosideos. Este fato é explicado como resultante da exposicdo dos
gangliosideos  presentes nas membranas plasmaticas da células do SNC, ap6s a
quebra da BHIE e ocorréncia da lesdo, o que pode representar um fendmeno
secundario conforme postulado para a EM. Os autores concluiram que estes
anticorpos provavelmente ndo exercam funcdo patolégica na EAE, uma vez que
nenhum sinal clinico ou histopatologico foi detectado nos animais com anticorpos

anti-gangliosid eos (SAEZ-TORREZ, 1998).

A mistura de gangliosideos bovinos purificados, administrados em doses de
aproximadamente 100mg/dia, por periodos acima de um ano tem sido usada de
forma terapéutica na Europa e em outras partes do mundo. Em virtude dos resultados
obtidos em estudos realizados, acredita-se que estes glicoesfingolipides ndo sdo
antigénicos e portanto, ndo desencadeiam efeitos colaterais imuno-mediados

(ASBURY, et al, 1994).

Com relacdo a administracdo destes gangliosideos in vivo, independente da
via de administracdo, foi demonstrado que sua meia-vida sérica é curta, entre 1:15h a
1:50h. Sendo que, quantidade significativa de gangliosideos exdgenos é encontrada no
SNC e, provavelmente, por suas caracteristicas anfifilicas, consigam transpor a BHE,

colaborando para os efeitos terapéuticos descritos (DUMONTET ef al, 1992).
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Estudos farmacolégicos realizados com a administracio intramuscular,
intraperitoneal e subcutinea de °H-gangliosideos, demonstraram que estes se
distribuem através do organismo e atravessam a BHE em quantidades suficientes para
exercer seus efeitos. Esta radicatividade persiste no cérebro por aproximadamente 48
horas apos a administragdo. Além disso, com a quebra da BHE, como ocorre na EAE, a
penetracdo do gangliosideo no parénquima cerebral pode ser facilitada (PEPEU et al,

1994).

A administracéo 7in vivo dos gangliosideos e seu uso terapéutico na EM tém
sido pouco explorados. Entretanto, foi demonstrado que o tratamento com
gangliosideos pode evitar o aparecimento dos sinais clinicos na EAE (SHIMADA et
al, 1994; INOE et al, 1996). Por outro lado, estes compostos podem promover a

sobrevivéncia neuronal, melhorando a recuperacdo dos animais em varios modelos de

lesdo do SNC (FADEN, 1996).

Por essas razdes, consideramos importante ampliar os conhecimentos sobre o
efeito do tratamento com gangliosideos na evolugdo da encefalomielite experimental

autoimune, modelo experimental da EM.
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Analisar o efeito da administracdo de altas doses (100mg/kg) de gangliosideos

durante a fase efetora da EAE sobre a evolucdo dos sinais clinicos.

Correlacionar os efeitos da administracio de gangliosideos com as alteracdes

histopatologicas e a evolugdo clinica da EAE.

Verificar a resposta proliferativa 7n vitro de linfécitos obtidos de animais com EAE

tratados com gangliosideos.

Avaliar a producdo de citocinas pr6- e anti-inflamatérias em animais com EAE

tratados com gangliosideos.
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3.1. Animais e Inducdo da EAE

Foram utilizados ratos da linhagem Lewis, machos, adultos, com peso médio
de 300g, adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (Campinas/SP) e
mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Bioffsica, sob condigdes
controladas de temperatura, ventilacdo, luz e umidade, recebendo agua e ragdo ad

[ibftum.

Os animais foram imunizados através da administracdo subcutdnea de
emulsio com 50pg de GP-MBP(proteina basica de mielina de cobaia, purificada do
tecido cerebral segundo método modificado de DEIBLER, ef a/, 1972) em 100ul de
PBS (0,1M - pH?7.4) e 100pl de Adjuvante completo de Freund (CFA), suplementado

com 300ug de Aicobacterium tuberculosis (Mb (Difco, Detroit-MI-USA).

3.2. Grupos Experimentais

Grupo 1 —» Animais imunizados com CFA + M¢+ GP-MBP

1 (2345767819710l 11]12713]14]15/16]17]18
8 aniimais
4 animais
I= Indogie ativa/S= Sacrificio

Grupo 2 -» Animais imunizados com CFA + M? + GP-MBP, tratados do 7° ao 15°

d.p.i. (dias pds-inoculagdo) com PBS (0,1M - pH 7.4).

ol 1/1273Tals]sl7
“ALEE 8 animais e
5 0 o i 4 animais

I= Indugdo ativa/S= Sacrificio

8 (o0l [13[14]15]16[17[18]19

Grupo 3 -» Animais imunizados com CFA + Mt + GP-MBP, recebendo 100mg/Kg da
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mistura de gangliosideos: GM1-monossialogangliosideo 21%; GD1a-dissialogangliésido 40%;
GD1b-dissialoganglisido 16%; GT1-trissialogangliosido 40%; (Sinaxial®- TRB-Pharma -Sio

Paulo/SF), do 7° a0 15° d.p.i.

11234516
12 animais
6 animais

I= Inducio ativa/S= Sacrificio

Animais Normais

ol 1 ]2 3l4ls5]e6l7] 8o o[nn]12]13]1a[15]16717[18] 19
A 3 animais S
B 3 animais s |
8= Sacrificio

3.3 Evolugdo Clinica

Os ratos foram pesados e examinados diariamente para verificacio dos sinais
clinicos da EAE, segundo escore: O=sadio; 1=perda de tonus da cauda; 2=perda parcial
de tonus dos membros posteriores e dificuldade de endireitamento; 3 = paralisia total

dos membros posteriores e acometimento dos membros anteriores; 4=tetraplegia ou

moribundo; 5 = morte.

3.4 Andlise Morfoldgica

3.4.1. Sacrificio dos Grupos Experimentais e Obtencio dos Espécimes para

Estudo Histolégico

No 19° dpi, os animais foram anestesiados (Pentobarbital, 50mg/Kg) e
decapitados. A seguir, o encéfalo destes animais foi rapidamente removido e

congelado pela imersdo em nitrogénio liquido e conservados em freezer a -20°C.
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Posteriormente, os espécimes foram submetidos a criotomia, obtendo-se cortes de
100m de espessura coletados em laminas silanizadas (3-Aminopropyltriethosy-silane

- Sigma - St. Louis ~ Mo - USA).

3.4.2. Identificacao de Astrécitos Através de Imunoperoxidase

Para realiza¢do da técnica de imunoperoxidase, os cortes obtidos conforme
protocolo anterior, foram fixados em paraformaldeide 2% em PBS(0.1M, pH74)
durante 15 minutos. Apds lavagem em PBS, foi realizada a permeabilizagdo dos cortes
do tecido com Triton X-100 (0,1% em PBS) por 10 minutos e novamente lavadas em
PBS. Para inibigdo da peroxidase endégena os cortes foram incubados em peréxido de
hidrogénio 1% (Sigma St. Louis - Mo - USA) diluido em metanol durante uma hora.
Para o bloqueio de sitios inespecificos os cortes foram incubados, em solucdo 0.1% de
Tween 20 em PBS e leite desnatado em pd (5%) durante uma hora a temperatura
ambiente. A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo primario anti-proteina
acidica fibrilar ghial (GFAP) bovina, produzido em coelho, na propor¢do de 1:1000
(Dako A/S), diluido em PBS e acrescido de leite desnatado em p6 1%, por 12 horas a
4°C. Posteriormente, ap6s lavagem, os cortes foram incubados em anti-IgG de coelho
conjugado com biotina (Dako), durante o periodo de 2 horas. Finalmente, os cortes
foram incubados em streptoavidina conjugada com peroxidase {Dako). Para revela¢do
da reacdo foi utilizado 3,3'diaminobenzidina (DAB - SIGMA- St. Louis - Mo - USA),
diluida (600pg/ ml) em TBS seguida a adicdo de perdxido de hidrogénio 0.01%. Os

cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e submetidos & reacdo de
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saponificacdo por carbonato de litio. Apds desidratacio em série crescente de alcool,
os cortes foram montados com Entelan (Merck - Darmstadt - Germany) e observados
em microscopio de luz Os preparados histologicos selecionados foram fotografados no

Fotomicroscopio Carl-Zeiss/Jenaval, modelo JENALUMAR (Oberleschen, Germany).

3.4.3. Detecgcdao de Linfocitos CD4+ e CDS8+

Para deteccdo de linfocitos CD4+ e CD8+ por imunofluorescéncia, os cortes
obtidos conforme protocolo ja descrito, foram fixados em paraformaldeido tamponado
2% durante 15 minutos, apés lavagem em PBS (0.1M, pH7.4), foi realizada a
permeabiliza¢@o com Triton X-100 (0,1%) em PBS por 10 minutos e novamente lavados
em PBS. Para o bloqueio de sitios inespecificos os cortes foram incubados em Tween
20 (0,1% em PBS) e leite desnatado em p6 (5%) durante uma hora em temperatura
ambiente. A seguir, os cortes foram incubados nos anticorpos primarios: anti-CD4 de
rato produzido em camundongo na diluicdo de 1:10 (W3/25 - Serotec ~ Oxford ~ UK)
e anti-CD8 de rato produzido em camundongo na diluicio de 1:50 (OX8-Pharmingen -
San Diego/CA - USA), diluido em PBS e acrescido de leite desnatado em p6 1%, por
12 horas, a 4°C. Posteriormente, os cortes foram incubados em anti-IgG de
camundongo produzido em coelho (Sigma - St. Louis - Mo - USA), na diluicao de
1:100 em PBS e acrescido de leite desnatado em p6 1%, durante de 2 horas.
Finalmente, os cortes foram incubados em anti-IgG de coelho, produzido em cabra,
conjugado com fluoresceina (Sigma - St. Louis - Mo - USA), na proporcao de 1:100,

diluido em PBS e acrescido de leite desnatado em pé 1%, durante duas horas, no
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escuro. As laminas foram entdo montadas com Vectashield (Vector ~ Burlingame -Ca -
USA) e observadas em microscopio de luz equipado para fluorescéncia Nikon Eclipse

E-800 (Japan), em comprimento de onda de 540nm.

3.4.4. Quantificac¢do dos Infiltrados Inflamatérios

Os cortes utilizados para quantificacdo dos infiltrados inflamatérios, foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE). A densidade dos infiltrados inflamatérios foi
determinada na regido periventricular cerebral e no cerebelo (BERGER et al, 1997).
Com auxilio de um reticulo morfométrico foi determinado o niimero de infiltrados em
cada uma da regides acima, pela contagem do namero de infiltrados inflamatérios na

area de trés reticulos por corte, perfazendo uma area total de 4.32mm? por corte.

3.5. Andlise Imunoldgica

3.5.1. Obtencdo de Células Mononucleares de Baco

Apos a decapitagdo dos animais, 0 baco foi removido assepticamente e
colocado em placa de Petri estéril, contendo meio RPMI 1640 (Sigma - St. Louis -~ Mo-
USA). Para obtengdo das células, os bagos foram cuidadosamente macerados,
utilizando pequenas peneiras estéreis. Apds serem isoladas, as células foram colocadas
em tubos de ensaio estéreis e lavadas por 3 vezes com solucio salina de Hank’'s e
centrifugadas por 10 minutos, a 1500 rpm. Ap6s a primeira centrifugacio o botdo
celular foi tratado com tampao de lise com o objetivo de eliminar os eritrécitos. A

suspensdo celular foi ressuspendida em meio RPMI 1640 enriquecido com soro fetal
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bovino a 5% (Microbiolégica/R]), 2-mercaptoetanol (1:5000), glutamina 0.2M (1%) e
4.25 mg/ml de gentamicina. Para determinar a viabilidade celular foi usado o método
de exclusdo do corante Azul Trypan, o qual ndo penetra através da membrana
plasmatica das células vidveis. Apés a contagem em cdmara de Neubauer, a

concentracdo de células foi ajustada para 2x10¢ células/ml.

3.5.2 Cultura de Células Mononucleares de Baco

As células do bago obtidas segundo protocolo acima, foram colocadas em
placas para cultura com 96 pocos (Costar Ma-USA) e cultivadas em meio RPMI 1640
enriquecido com soro fetal bovino 5% e 4.25mg/ml de gentamicina, 1% de glutamina
0.2M e 2-mercaptoetanol a 1:5000, em triplicata. Para avaliagdo da transformacdo
blastica de linfécitos, estes foram estimulados com MBP (25pug/ml). As células foram
incubadas por 72 horas com o antigeno, em incubadora contendo tensdo constante de
5% de CO»,, a 37°C. As células obtidas dos animais dos grupos experimentais B
(sacrificio 15°dpi), foram incubadas ainda com a mistura de gangliosideos para
avaliagdo da influéncia deste composto. Aproximadamente 20 horas antes do término
do periodo de incubacéo, cada pogo recebeu 1uCi de timidina tritiada (New England
Nuclear Ma, USA). Apods este periodo, o excesso de material radioativo foi retirado,
lavando-se as células em um coletor (Cell Harvester modelo 200 A Cambridge
Technology, Inc - Watertown - Ma - USA). As células livres de excesso radioativo
foram depositadas em papel de fibra de vidro (Cambridge Tech - Watertown - Ma -

USA) e embebidas em 2 ml de liquido de cintilacdo (PPO 2% em toluol). O contetdo
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radioativo foi determinado em cintilador beta (Beckman-Liquid Scintillation System,
Fullerton - Ca - USA). Os resultados foram expressos em contagem por minuto (cpm),

sendo considerada a média das triplicatas

3.5.3. Producé@do de TNF-«

As células mononucleares do baco foram colocadas em placas com 24 pogos e
estimuladas com GP-MBP (25pg/ml) e incubadas durante 24 horas. Apos este periodo
o contetdo dos pogos foi retirado, centrifugado e o sobrenadante armazenado em

freezer a -20°C até a realizagdo do ensaio biolégico para dosagem do TNF-a.

O ensaio biolégico para dosagem do TNF-a foi realizado com células WEHI
(linhagem 164), gentilmente cedidas pelo Centro Integrade de Pesquisas Onco-
Imunolégicas — CEPOI - UNICAMP, sobre as quais esta citocina exerce efeitos
citotoxicos. Desta forma, a quantificacdo é realizada pelo numero de células

sobreviventes apds a incubacdo com sobrenadante de cultura de células do bago, que

supostamente contenham o TNF-a.

Para a realizacdo do ensaio biolégico, foi utilizada a concentracdo de 4x104
células/pogo e colocadas em placa de 96 pocos (50pul/poco); adicionou-se 50ul do
sobrenadante obtido da cultura de células mononucleares e incubou-se por 20 horas,
mantidas em estufa com tensdo constante de 5% de CO», a 37°C. Apés este periodo,
adicionou-se 10ul/poco de MTT (5mg/ml em PBS), incubando-se por 4 horas (5%

COs, 37°C). A seguir cada pogo recebeu 100ul de SDS (10%), contendo HCI 0,0IN e
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incubados durante 15 minutos (5% CO», 37°C). A leitura foi efetuada em leitor de

ELISA, com comprimento de onda de 540 nm.

Para quantificacdo, junto com as amostras experimentais, células WEHI foram
incubadas com diferentes concentracdes de TNF-a recombinante de camundongo
(Pharmingen — San Diego/CA - USA). A leitura da densidade 6ptica foi utilizada para
montagem da curva padrio e comparada com aquela obtida a partir dos
sobrenadantes das amostras. A medida do TNF-o foi realizada em triplicata de todas

as amostras.

3.5.4. Producdo de TGE-8

As células mononucleares do bago foram colocadas em placas com 24 pocgos e
estimuladas com GP-MBP, numa concentracdo de 25ug/ml e incubados durante 72
horas. Apos este periodo, o conteddo dos pogos foi retirado, centrifugado e o

sobrenadante armazenado em freezer a -20°C até a realizagdo da dosagem do TGE-.

As dosagens do TGF-p foram realizadas por meio de ensaio biolégico,
empregando-se as células CCL64, as quais sdo sensiveis 4 esta citocina. Por esta razio,
os valores obtidos correspondem ao ntimero de células sobreviventes apos incubagdo

com sobrenadante de cultura celular, onde supostamente haja a presenca do TGE-.

Para a realizacdo do ensaio biolégico, foram utilizadas células numa
concentracdo de 0.1x10° células/ml, mantidas em placas com 96 pocos, em estufa com
tensdo constante de 5% de CO, a 37°C, até a formagdo do tapete celular. O

sobrenadante obtido da cultura de células mononucleares (100ul) foi adicionado a
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cultura de células CCL64 e incubado por 24 horas. Apos este periodo as células foram
marcadas com 1uCi/pogo de timidina tritiada e incubadas por 20 horas. Apos este
periodo, o excesso de material radioativo foi retirado, lavando-se as células em um
coletor. As células livres de excesso radioativo foram depositadas em papel de fibra
de vidro e embebidas em 2 ml de liquido de cintilagio (PPO 2% em toluol). O

contetdo radioativo foi determinado em cintilador beta.

A curva padréo foi realizada utilizando-se para tal diversas concentracdes de
TGF-p recombinante de camundongo (Pharmingen - San Diego - Ca - USA), os
valores obtidos em células por minuto (cpm), foram utilizados para quantificacio. Os
resultados foram expressos em contagem por minuto (cpm), sendo considerada a

média das triplicatas.

3.6. Andlise Estatistica

A analise dos resultados obtidos na quantificacdo de infiltrados inflamatdrios,
producdo do TNF-a e TGF-p foram avaliados através do teste de Kruskal-Wallis nos
experimentos com n > 5 e Mann-Whitney, nos experimentos com n < 5, o nivel de

significancia considerado foi de p< 0.05.
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Os experimentos foram conduzidos segundo dois protocolos: no Experimento
A, os animais dos grupos 1A, 2A, e 3A foram imunjzados, tratados do 7° ao 15°dpi e
sacrificados no 19° dpi, permitindo desta forma observar a evolugdo da doenga. No
Experimento B os animais dos grupos 1B, 2B, e 3B foram imunizados e fratados como

no grupo anterior, porém foram sacrificados no 15° dpi.

4.1 Avaliacdo Clinica

As primeiras manifestacbes neurolégicas da EAE ocorreram entre o 10° e o
11°dpi, evoluindo rapidamente até alcancar seu 4pice no 15° dpi. A partir de entdo, os
animais iniciaram a fase recuperacao da EAE e no 19° dpi encontravam-se sem

qualquer indicio da doenca (figura 2a).

Os animais do grupo 1A, que receberam ino6culo contendo GP-MBP, CFA e
Mt apresentaram escore clinico médio méaximo de 2,7, com perda do tonus da cauda,
paralisia total dos membros traseiros e paralisia acentuada dos membros anteriores.

Alguns animais deste grupo chegaram a apresentar quadriplegia e morte.

Os animais do grupo 2A, que receberam indéculo contendo GP-MBFP, CFA e
Mt , do 7° ao 15°dpi foram tratados com duas injecSes diarias de placebo (PBS, 0.1M,
pH 7.4). Apresentaram escore clinico méximo de 2,4, com perda de tonus da cauda,
paralisia total dos membros posteriores e comprometimento moderado dos membros
anteriores. Neste grupo, assim como no anterior, alguns animais apresentaram
quadriplegia e morte. A comparagédo estatistica ndo mostrou qualquer diferenca

significativa no escore clinico entre estes dois grupos.
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No grupo 3A, os animais foram imunizados com GP-MBP, CFA e Mt
Receberam tratamento com duas injecdes diarias da mistura de gangliosideos do 7° ao
15° dpi,. O escore clinico médio maximo destes animais foi de 1,3; 0 que representa a
perda de tonus da cauda e comprometimento brando dos membros posteriores. O
escore clinico foi significativamente menor (p<0.05), se comparado aos demais grupos.
Contudo, a interrupcdo do tratamento no 15° dpi levou ao agravamento do quadro

clinico, observado no 17°dpi, e posterior recuperacio no 18° e 19° dpi (figura 2a).

O peso corporal observado nos animais experimentais durante os primeiros
dias ap6s a administracdo do inéculo apresentou uma pequena diminuicdo. Tal
redugdo também foi observada nos animais normais. Contudo, nos animais
imunizados observou-se que a partir do 5°dpi a perda de peso, evoluiu de forma
progressiva e mais acentuada até a data do sacrificio no 19°dpi (figura 2b). Por outro

lado, nos animais normais observou-se um progressivo aumento de peso.

-

E interessante observar que nos animais imunizados a perda de peso

continuou a ocorrer, mesmo durante a fase de recuperacéo (figura 2c).

O escore clinico dos grupos que compdem o Experimento B (sacrificio no
15°dpi), mostrou que o inicio da doenca se deu no 11° dpi, evoluindo até atingir o
auge na data do sacrificio, apresentando evolucdo clinica semelhante a observada no

Experimento A (figura 3a).

O grupo 1B, inoculado com GP-MBP, CFA e Mt apresentou os primeiros

sinais clinicos no 11°dpi, com piora clinica progressiva até a data do sacrificio, quando
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os animais deste grupo apresentaram escore clinico médio méximo de 3,2, com perda
de tonus da cauda, paralisia total dos membros posteriores e paralisia severa dos

membros anteriores.

O grupo 2B, inoculado com GP-MBP, CFA e Mt tratado do 7° ao 15°dpi com
duas injecdes diarias de placebo (PBS, 0.1M, pH 7.4), também apresentou inicio da
doenca no 11°dpi, evoluindo o comprometimento neurolégico até o 15°dpi, quando o
escore clinico médio maximo foi de 2,9, com perda de tonus da cauda, paralisia total

dos membros posteriores e paralisia grave dos membros anteriores.

O grupo 3B, inoculado com GP-MBP, CFA e M¢ tratados do 7° ao 15°dpi com
duas injecdes didrias da mistura de gangliosideos apresentaram os primeiros sinais
clinicos da EAE no 11°dpi, progredindo até o 15°dpi para o escore clinico médio
maximo de 1,5, com perda de tonus da cauda e paralisia moderada dos membros

posteriores.

Nos grupos 1B e 2B a evolugdo da doenca foi semelhante, sendo que em

ambos foi observado quadriplegia e morte dos animais (escores 4 e 5).

Por outro lado, o grupo 3B apresentou escore clinico significativamente menor
(p<0.05), sem que fosse observado entre os animais deste grupo escore clinico acima
de 2 (perda de tdnus da cauda e paralisia total de membros posteriores). O animal

- normal ndo apresentou qualquer alteragdo em seu quadro neurologico (figura 3a).
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A variagdo de peso observada foi semelhante ao experimento anterior, com
perda de peso iniciando-se logo nos primeiros dias ap6s a inoculagéo e progredindo

juntamente coImn os sinais clinicos (figura 3b).
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Figura 2a.Escore clinico médio dos animais sacrificados no 19°dpi. Os animais do grupo 1A {GP-
MBP) e 2A (placebo) apresentaram sinais clinicos significativamente mais graves que os animais do
grupo 3A (gangliosideo). Observar que a suspensdo do tratamento levou ao agravamento dos ginais
clinicos (16°dpi) neste grupo, regredindo posteriormente (p<0.05).
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Figuras 2b e 2c. Grificos da variagdo e porcentagem da perda de peso. 2b) A variacdo do peso
mostra que em todos os grupos independente do tratamento e do escore clinico, 0 padrao de perda
foi semelhante, com excegdo do animal normal que recuperou seu peso. 2c) A porcentagem de
perda de peso indica que os animais apresentaram queda acentuada apés o 7°dpi, evoluindo
progressivamente até a data do sacrificio.
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Figura 3a. Escore clinico médio dos animais sacrificados no 15°dpi. Os animais deste grupo
apresentaram o aparecimento dos sinais clinicos semelhante ao grupo anterior, alcangando o grau
maximo na data do sacrificio. Os animais dos Grupos 1B (GP-MBP) e 2B (placebo) apresentaram
evolugdo dos sinais de forma semelhante, enquanto que os animais do grupo 3B (gangliosideos)
apresentaram escore significativamente menor (p<0.05).
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Figuras 3b e 3c. Graficos da variacdo e porcentagem da perda de peso. 3b) A variacio do peso
mostrou que os animais dos grupos 1B e 2B apresentaram brusca perda, com uma pequena
recuperacdo no 8°dpi, voltando a perder peso posteriormente até a data do sacrificio. 3¢) A
porcentagem de perda de peso demonstra comportamento muito semelhante entre todos 0s grupos,
entretanto os animais do grupo 3B (gangliosideo) apresentaram porcentagem ligeiramente menor
de perda.



4.2 Andlise Morfologica

4.2.1. Infiltrad os Inflamatoérios

A analise morfoldgica realizada nos animais do Experimento A, sacrificados
no 19°dpi, demonstrou que os infiltrados inflamatérios perivasculares ocorreram de
forma difusa por todo encéfalo, sendo observados predominantemente em regides
periventriculares do cérebro (prancha 1-figura a). Por outro lado, no cerebelo os
infiltrados inflamatorios foram encontrados igualmente por toda substincia branca
(prancha I-figura b). O padrdo destes infiltrados ndo mostrou-se alterado nos

diferentes grupos experimentais, independente se tratado ou néo.

A analise dos infiltrados inflamatdrios mostrou a presenca de células
mononucleares, principalmente linfécitos (prancha 1-figuras c, d, e). Células com
morfologia semelhante a macréfagos também foram encontrados, bem como células

polimorfonucleares {prancha 1-figuras f, g).

4.2.2. Identificacdo de Astrocitos

A imunomarcagdo de astrécitos GFAP+ mostrou-se ligeiramente aumentada
em locais proximos a ocorréncia de infiltrados inflamatérios perivasculares (prancha 2
- figuras a, b, ¢, d). Pdde-se observar discreta marcagdo proxima aos vasos (seta), que
correspondem aos pés vasculares dos astrocitos constituintes da BHE (prancha 2 -
figura e). N&do foram observadas diferencas na marcagdo entre os grupos

experimentais.



4.2.3. Deteccao de Linfécitos CD4+ e CD8+

A imunofluorescéncia para deteccio da molécula de CD4 demonstrou a
presenca de linfécitos T CD4+ nos animais de todos os grupos, principalmente em
infiltrados perivasculares. Neste caso, os linfécitos T CD4 mostraram ser os principais
tipos celulares envolvidos nas lesdes observadas, uma vez que sua marcacdo estava
presente na maioria das células de todos infiltrados avaliados (prancha 3). E
importante destacar que a imunomarcagio observada nos animais do grupo tratado
foi menos intensa, quando comparado ao demais grupos experimentais, (prancha 3-

figuras c, d).

A imunofluorescéncia para deteccdo de linfécitos T CD8+ por outro lado,
apresentou-se de forma mais difusa e discreta que a observada para linfécitos T CD4*.
Além disso, a presenca de linfocitos T CD8* foi maior nas bordas da lesdo e,
eventualmente, encontravam-se em regides fora do infilrado. O padrio de
imunomarcagdo dos linfocitos CD8+ ndo apresentou diferenca entre os grupos
controle (1A e 2A) e tratado com gangliosideo (3A). Os animais normais nio

apresentaram imunomarcacao para linfécitos T CD4 ou T CD8 (prancha 4).

4.2.3. Quantificacdo

O namero de infiltrados inflamatorios na regido periventricular do cérebro de
animais do grupo 1A (GP-MBP), apresentou uma média de 1.2 infiltrados/mm?, ao

passo que no cerebelo a média foi de 1.6 infiltrados/mm?2.
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Os cérebros dos animais do grupo 2A (placebo) apresentaram em média 1
infiltrado/mmm? no cérebro e 1.2 infiltrados/mm? no cerebelo. Os animais do grupo 3A

(gangliosideos) apresentaram em média 0.6 infiltrado/mm? no cérebro e 1.1

infiltrados/mm2 no cerebelo.

Estes dados, mostram que ndo houve diferenca no nimero de infiltrados
inflamatérios nos grupos GP-MBP e placebo. Por outro lado, a presenca dos infiltrados
inflamatorios nos animais tratados com gangliosideos foi significativamente menor
(p<0.05) no cérebro (figura 4). Porém, a quantificacdo realizada no cerebelo, ndo

evidenciou diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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Prancha 1. Fotomicrografias de cortes do tecido nervoso, coradas com

hematoxilina e eosina.

Figuras a e b - Distribuicdo dos infiltrados inflamatdrios. Animal portador da EAE,
sacrificado no 19°dpi. Em a regido periventricular, onde observa-se presenca de
infiltrado inflamatério denso (seta). (50x). Em b cerebelo, onde podem ser observados

diversos infiltrados inflamatérios (seta) distribuidos pela substancia branca (25x).

Figuras ¢ e d - Infiltrados Inflamatérios. Em ¢, o maior aumento revela a presenca
principalmente de linfécitos caracterizados por células, com citoplasma escasso e
nucleo esférico (seta) (320x). Em d, observa-se que embora os infiltrados ocorram
predominantemente na substincia branca, eventualmente estes podem se difundir

pela substincia cinzenta (1000x).

Figuras ¢, f e g - Detalhe de regides com infiltrados inflamatérios. Em e, observar
detalhe de infiltrado com a presenca de linfocitos (seta). Em f, pode-se verificar a
presenca de células com morfologia semelhante a macréfagos (cabeca de seta). Em g
eventuais polimorfonucleares (seta) podem ser detectados nas proximidades da lesdo

(1150x).

W






Prancha 2. Fotomicrografias de cortes obtidos por congelacdo onde foi
realizada imunomarcacdo para deteccdo de GFAP em animais sacrificados no

19°dpi.

Figuras a e b - Em a, corte de cerebelo onde observa-se infiltrado (seta), e varias
células GFAP+ proximas a este (290x). Em b, maior aumento da figura a, .onde pode
ser observado um astrécito fibroso GFAP* (cabega de seta), caracteristico da substincia

branca (580x).

Figuras ¢ e d - Astrécitos imunomarcados encontrados proximo de infiltrado

inflamatério, porém com marcacgdo discreta.

Figura e - Arteriola apresentando discreta marcagdo correspondente aos pés

vasculares dos astrocitos, constituintes da BHE (1150x).






Prancha 3 - Fotomicrogratias de cortes obtidos por congelacdo nos quais foi

realizada imunofluorescéncia para detecgdo de Iinfocitos T CD4+.

Figuras a e b - Intensa Marcagdo de linfocitos CD4 encontrada em infiltrados

perivasculares de animais portadores da EAE sacrificados no 19°dpi (400x).

Figura ¢ e d - Infiltrados perivasculares com a presenca de varias células CD4+.
Observar que a frequéncia destas células ndo parece diferir quando comparadas as
figuras a e b, entretanto a intensidade da reacdo parece ser menor nestes cortes

provenientes de animais tratados com gangliosideos (400x).






Prancha 4. Fotomicrografias de cortes obtidos por congelacdo nos quais foi

realizada imunofiuorescéncia para deteccdo de Ilinfocitos T CD8+.

Figuras a e b - Em a, marcacdo de linfécitos CD8 encontrada em infiltrados
perivasculares de animais portadores da EAE sacrificados no 19°dpi. Observar
marcagdo nitida limitada 4 membrana plasmatica (400x). Em b, detalhe da figura a

(1000x).

Figura ¢ e d - Em ¢, marcacio de linfocitos CD8 encontrada em infiltrados
perivasculares de animais tratados com gangliosideos com a presenca de algumas

células CD8+ (400x). Em d, detalhe da figura ¢ (1000x).

Figura e - Conirole negativo das rea¢des mostradas nas pranchas 3 e 4 onde foi

omitida a incubagdo com os anticorpos primarios
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Figura 4. Média da contagem de infiltrados inflamatorios. Mesmo apés o desaparecimento dos
sinais clinicos a contagem dos infiltrados refletiu o escore clinico encontrado nos diferentes grupos.
O namero de infiltrados inflamatérios do cérebro presentes nos grupos 1A (GP-MBP) e 2A (placebo)
nao diferiram, entretanto, a contagem realizada nos animais do grupo 3A(gangliosideos) foi
significativamente menor (p<0.05). O nimero de infiltrados inflamatérios encontrados no cerebelo
ndo apresentou diferencas significativas enire os grupos experimentais,



4.3 Ensaio de Linfoproliferacao

Os animais que compdem o Experimento B receberam inéculo com GP-MBP,
CFA e Mt No caso dos animais tratados com placebo ou gangliosideos, estas
substincias foram administradas duas vezes ao dia do 7° ao 15°dpi, dia em que foram

sacrificados.

Para a realizacio do ensaio de linfoproliferacio foram utilizados trés
protocolos: a) as células obtidas do baco foram mantidas durante o periodo de
incubagdo com 500ug/ml da mistura de gangliosideos diluida no meio de cultura; b)
células estimuladas durante o periodo de incubagdo com 25ug/ml de GP-MBP; c)

células sem estimulo, ou seja, mantidas apenas com o meio de cultura.

As culturas obtidas do grupo 1B (GP-MBP), apresentaram média de 730 cpm
(+489) quando incubadas na presenca de gangliosideos; quando a cultura foi
estimulada a resposta proliferativa foi de 12297 cpm (+3271), ao passo que a cultura

sem estimulo apresentou média de 6607 cpm (+3667).

Estes dados demonstram uma acentuada redugéo na proliferacdo das células
incubadas na presenca de gangliosideos, ao ser comparada com a resposta das

culturas com ou sem estimulo (p<0.05).

A resposta proliferativa das culturas de células originadas de animais do
grupo 2B(animais tratados com placebo in vivo), quando incubadas com gangliosideo
(in vitro) a média foi de 778cpm (+392), na cultura estimulada foi em média de

5930cpm (+1818) e nas culturas sem estimulo foi de 2144 (+816). As células incubadas
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com gangliosideos apresentaram resposta proliferativa significativamente menor em

comparagio as demais (p<0.05).

As culturas realizadas com células obtidas de animais do grupo 3B (animais
tratados com gangliosideos in vivo) ndo apresentaram comportamento diferente dos
demais, com proliferacido significativamente menor (p<0.05) na cultura mantida com
gangliosideo (in vitro). Nestas, a média observada foi de 715 cpm (+264), na cultura
estimulada a média foi de 39920 cpm (+1113), ja na cultura sem estimulo a média foi

de 1347 cpm (+244).

Nos animais normais a média da leitura obtida para cultura realizada com
gangliosideo foi de 207 cpm (+3), a cultura estimulada apresentou média de 2046 cpm

(+178) e na cultura realizada sem estimulo a média foi de 1659 cpm (+1372).

A resposta proliferativa observada nas culturas de células de animais normais
mostra que a cultura realizada na presenca de gangliosideos foi significativamente
menor em relacdio & estimulada, embora ndo haja diferenca estatisticamente
importante .quando.co.mparada com a c.ult.qra. sem esﬁmuio.

A comparagio dos varios grupos experimentais, demonstrou que ndo ha
diferenca estatisticamente significante nas amostras incubadas com gangliosideos. Nas
culturas estimuladas e sem estimulo ha uma diferenca significativa entre o grupo 1B

(GP-MBP) e os grupos 2B (placebo) e 3B (gangliosideos) (figura 5).

Os animais que compdem Experimento A foram imunizados com GP-MBP,

CFA e Mt Nos grupos experimentais com tratamento, os animais receberam duas
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injecdes didrias de placebo ou gangliosideo do 7° ao 15°dpi e no 19° dpi foi realizado o

sacrificio.

A resposta proliferativa da cultura de células dos animais do grupo 1A (GP-
MBP) foi em média de 399 cpm (+91), quando incubadas com gangliosideos, 5253 cpm

(+2130) quand o estimulada e 2418 cpm (+991) na cultura sem estimulo.

A resposta proliferativa obtida da cultura de células dos animais do grupo 2A
(placebo) incubada com gangliosideos foi em média de 353 cpm (+89), quando
estimulada a média foi de 3378 cpm (+1314) e na cultura sem estimulo a média foi de

1997 cpm (+307).

A leitura das amostras dos animais do grupo 3A (gangliosideos) incubadas na
presenca de gangliosideos apresentaram média de 273 cpm (+51), ao passo que nas
amostra estimuladas a média foi de 3198cpm (+1338) e 1313 cpm (+367) nas amostras

sem estimulo.

As culturas obtidas de animais normais apresentaram uma média de 263
cpm (+44), nas culturas incubadas com gangliosideos, 2026 cpm (+893) quando

estimuladas e 1115 cpm (+581) nas amostras sem estimulo.

A comparagdo entre os grupos mostra que ndo ha diferencas significativas,
tanto nas culturas realizadas com estimulo de GP-MBP como nas culturas néo
estimuladas. Contudo, a resposta proliferativa das culturas incubadas com

gangliosideos foi significativamente menor (figura 6).
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Figura 5. Ensaio de linfoproliferacio dos animais sacrificados no 15° dpi.As culturas de células
do bago foram realizadas com gangliosideos, GP-MBP e sem estimulo. A incubagio com
gangliosideo apresentou importante efeito inibitdrio sobre a resposta proliferativa.O grupo 1B (GP-
MBP) demonstrou proliferagdo significativamente maior que os demais grupos, tanto nas culturas
estimuladas com GP-MBP como naquelas sem estimulo (p<0.05).

in vivo in vitro

Normal GP-MBP
5/ estimulo
Gangliosideos

Gangliosideos GP-MBP
S/ estimulo
Gangliosideos

Placebo GP.MBP
5/estimulo
Gangliosideos

GP-MBP GP-MBP
S/ estimulo
Gangliosideos

Ak

0 2000 40G0 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
cpm

Figura 6. Ensaio de linfoproliferacdo dos animais sacrificados no 19° dpi. A resposta
proliferativa obtida ap6s a remiss@o dos sinais clinicos, demonstrou que ndo houve diferenca
significativa entre os diversos grupos experimentais. Observar a supressio exercida sobre a
resposta proliferativa pela adicdo de gangliosideos ao meio de cultura(p<0.05).



4.4 Producdo de TNF-a

A dosagem do TNF-a dos sobrenadantes de culturas de células obtidas dos
animais do grupo 1B, apresentaram em média 101.4 ng/ml (+13.2), quando a cultura
celular foi estirmulada pelo antigeno responsavel pelo desencadeamento da doenca
(GP-MBP). O sobrenadante obtido a partir de cultura celular sem estimulo apresentou

média de 64.5 ng/ml (+17).

Os sobrenadantes obtidos a partir de cultura celular de animais do grupo 2A
(placebo), apresentaram média de 70.47 ng/ml (+13.2), quando estimulados com GP-
MBP. A dosagem do TNF-a de sobrenadantes de culturas ndo estimuladas apresentou

média de 91.24 mg/ml (+8.4).

No grupo 3B (gangliosideos), as leituras obtidas a partir de sobrenadantes
de culturas estimuladas com GP-MBP apresentaram média de 6.04 ng/ml (+3) e

16.8 ng/ml (+15.7) nas culturas realizadas sem estimulo.

A dosagem realizada nos sobrenadantes de cultura de células provenientes de
animais normais mostrou uma média de 0.26ng/ml (+0.1) quando estimuladas com
GP-MBP. A dosagem realizada em sobrenadante de cultura nido estimulada

apresentou média de 0.43 ng/ml (+0.2).

Assim, a dosagem do TNF-u realizada em sobrenadante de cultura de células
obtidas de animais sancrificados no 15°dpi, correspondente ac auge dos sinais

clinicos, mostrou que os grupos controle (GP-MBP e placebo) apresentaram niveis
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muito elevados desta citocina, ao contrario dos animais tratados com gangliosideos

que apresentaram niveis significativamente mais baixos de TNF-a(p<0.05) (figura 7).

Nos sobrenadantes de culturas obtidas de animais do grupo 1A (GP-MBP),
sacrificados no 19° dpi, a leitura das amostras estimuladas com GP-MBP apresentaram
meédia de 28.9 ng/ml (+14.5), as amostras sem estimulo apresentaram média de

16.5 ng/ml (+1).

As amostras obtidas dos animais do grupo 2A (Placebo), apresentaram média
de 34.8ng/ml (+11.5) ou quando estimuladas com GP-MBP. As amostras obtidas de

culturas sem estimulo apresentaram média de 26.9 ng/ml (+11.1).

Os sobrenadante de culturas de animais do grupo 3A (gangliosideos)
apresentaram meédia de 11.Ing/ml (+4), quando estimuladas com GP-MBP. A leitura

realizada nas amostras sem estimulo apresentaram média de 12.Ing/ml (+2.2).

A dosagem realizada no animal normal mostrou média de 1.52 ng/ml (+0.5)

quando estimuladas com GP-MBP e média de 0.46 ng/ml (+0.2) quando ndo estimuladas.

Estes dados demonstraram a presenca do TNF-a em todas as amostras de
sobrenadantes analisadas, tanto aquelas estimuladas com GP-MBP, como as ndo

estimuladas.

Observou-se ainda que ndo ha diferencas entre os grupos 1A e 2A (GP-MBP e
placebo), sendo que este tltimo apresentou niveis discretamente maiores desta

citocina, embora esta diferenca ndo tenha sido significativa. Por outro lado, as
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amostras originadas de sobrenadantes de cultura células de animais do grupo 3A

(gangliosideos) apresentaram niveis significativamente menores de TNF-a (figura 8).

Para verificacdo das alteracBes do TNF-a durante a evolucdo da doenga,
foram comparadas as leituras realizadas no 15°dpi, ou no auge dos sinais clinicos e no
19° dpi, quando os animais jd se apresentavam recuperados (figuras 9a e 9b). Esta
comparagdo realizada entre os grupos 1A e 1B demonstrou diminuicdo significativa
(p<0.05) nos niveis de TNF-a, tanto nas amostras obtidas de sobrenadantes de culturas

estimuladas com GP-MBP como nas sem estimulo.

Nos grupos em que os animais foram tratados com placebo (2A e 2B}, em
amostras provenientes de sobrenadantes de culturas estimuladas com GP-MBP, houve
uma pequena diminuicdo nos niveis de TNF-a, porém néo significativa. Ao contrério,
nas amostras obtidas de sobrenadantes de cultura ndo estimuladas, houve

significativa diminui¢do nos niveis desta citocina (p<0.05).

Comportamento diferente foi observado nos animais tratados com gangliosideos
(grupos 3A e 3B) onde, ao contrério dos demais grupos, houve ligeiro aumento nos niveis
do TNF-a, tanto das amostras obtidas de culturas estimuladas com GP-MBP, como

naquelas sem estimulo, embora esta alteragdio ndo tenha sido significativa.

Os animais normais apresentaram valores despreziveis de TNF-a nos dois
protocolos. Contudo, nas culturas de células realizadas com animais sacrificados no

19° dpi, foi observado aumento discreto de TNF-a, contudo sem significincia.
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Figura 7. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultura celular de animais sacrificados no
15°dpi. Este grifico demonstra que a dosagem realizada no auge dos sinais clinicos em sobrenadantes
de cultura celular dos grupos 1B (GP-MBP) e 2B (placebo) apresentou niveis de TNF-u

significativamente maiores que nos sobrenadantes do grupo 3B (gangliosideos) e animais normais, nas
culturas realizadas com estimulo e sem estimulo (p<0.05).
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Figura 8. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultura celular de animais sacrificados no
19°dpi. O grifico demonstra que a dosagem realizada ao final dos sinais clinicos em sobrenadantes de
cultura celular dos grupos 1B (GP-MBP) e 2B (placebo) manteve-se com niveis de TNF-c.

significativamente maiores que nos sobrenadantes do grupo 3B (gangliosideos) e animais normais, nas
culturas realizadas com estimulo e sem estimulo (p<0.05).
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Figura 9. Comparag@o dos niveis de TNF-a obtidos no 15°dpi e 19°dpi. Nas culturas estimuladas com
GP-MBP e sem estimulo foi demonstrado uma grande diminuigio dos niveis do TNF-a coincidente
com o desaparecimento dos sinais clinicos. Observar que o0s animais tratados com gangliosideo
apresentaram um discreto aumento desta citocina no 19°dpi, provavelmente em decorréncia da
suspensdo do tratamento.



4.5 Producdo de TGF-

Os animais do grupo 1B que receberam indcule de GP-MBP, CFA e Mt e
foram sacrificados no 15° dpi, apresentaram uma média de 0.011 ng/ml (+0.003) tanto
em sobrenadantes de culturas estimuladas com GP-MBP, como nos sobrenadantes de

culturas sem estimulo.

Os animais do grupo 2B receberam o indéculo com GP-MBP, CFA e M}, e
tratamento com duas inje¢des didrias de placebo e foram sacrificados no 15° dpi. Os
sobrenadantes de culturas provenientes destes animais quando estimuladas com GP-
MBP apresentaram uma média de 0.024 ng/ml (+0.019) e os sobrenadantes de culturas

ndo estimuladas apresentaram uma média de 0.009 ng/m! (+0.003).

Os animais do grupo 3B receberam indculo com GP-MBP, CFA e Mt e foram
tratados com duas inje¢Ges didrias da mistura de gangliosideos a partir do 7°dpi até a
data do sacrificio no 15° dpi. Os sobrenadantes de cultura celular obtido destes
animais apresentaram niveis mais elevado de TGF-B, embora ndo significativo. A
média encontrada em sobrenadantes de culturas estimuladas com GP-MBP foi de

0.271 ng/ml (+0.15) e a média dos sobrenadantes de culturas ndo estimuladas foi de

0.2ng/ml (+0.132).

Os animais normais apresentaram os indices mais elevados desta citocina.
Nos animais sacrificados no 15°dpi, o sobrenadante de culturas realizadas na presenca

de GP-MBP apresentou média de 1.043 ng/ml (+0.147) e nas amostras obtidas de
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sobrenadante d e cultura nédo estimulada uma média de 0.937 ng/m! (+0.071), valores

estes significatiwvamente mais elevados que os demais grupos (P<0.05).

Em todos os grupos experimentais foram observadas diferencas entre as
leituras obtidas do sobrenadante de cultura celular, contudo desprovidas de

significancia (figura 11).

O sobrenadante de culturas do grupo 1A (GP-MBP), sacrificados no 19° dpi
apresentaram 1média de 6.83 ng/ml (+1.5) quando estimulado com GP-MBP, e 7.4

ng/ml (+1.5) nas culturas ndo estimuladas.

A dosa gem realizada nos animais foi grupo 2A (placebo) do sobrenadante de
culturas estimuladas com GP-MBP foi de 6.85ng/ml (+1.7). Nos sobrenadante de

culturas ndo estimuladas a média foi de 7.35 ng/ml (+1.7).

A quantidade obtida a partir do sobrenadante de culturas de animais do
grupo 3A (gangliosideo) quando estimuladas com GP-MBP foi de 7.06ng/ml (+1.2),

em sobrenadante de culturas sem estimulo esta foi de 7.6ng/ml (+1.4).

A realizacdo das dosagens feitas de sobrenadante de cultura dos animais
normais estimulados com GP-MBP, apresentaram média de 0.79 ng/ml (+0.04) e 0.94

ng/ml (+0.07) quando nédo estimulado.

A analise dos valores acima indicam que entre os grupos experimentais nao
houve diferenca significativa na presenca de TGF-B, embora os animais tratados com
gangliosideos tenham demonstrando niveis ligeiramente mais elevados desta citocina

(Figura 12).
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A comparacdo das dosagens realizadas no 15° e 19°dpi, demonstrou
significativo aumento na presenca do TGF-p no 19° dpi, data em que os animais ja
estavam recuperados, quer nas culturas estimuladas ou ndo. Ao contrério, as dosagens
realizadas nos animais normais ndo apontaram para diferencas significativas,

mantendo-se sempre em valores relativamente proximos (figuras 13a e 13b).
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Figura 10. Dosagem de TGF-p em sobrenadante de cultura celular de animais sacrificados no
15°dpi. Quantias minimas de TGF-f foram enconiradas nos sobrenadantes dos grupos

experimentais no momento em que 0s animais apresentavam os sinais clinicos mais graves, embora
ndo tenha havido diferencas significativas entre os grupos experimentais (p<0.05).
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Figura 11. Dosagem de TGF-B em sobrenadante de cultura celular de animais sacrificados no
19°dpi. As leituras realizadas nestes grupos mostra que ndo houve diferencas significativas entre os
vérios grupos experimentais, porém, observou-se que os animais tratados com gangliosideos
apresentaram niveis ligeiramente maiores desta citocina (p<0.05).
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Figura 12.Comparacdo dos niveis de TGF-B obtidos no 15°dpi e 19°dpi.Observar o
significativo aumento desta citocina na recuperacdo dos animais. Os animais tratados com
gangliosideosnos dois momentos em que foram realizadas as dosagens apresentam niveis maiores
desta citocina. Embora os animais normais sacrificados no 19°dpi tenham apresentado quantias
menores, esta diferenca ndo foi significativa.
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Neste trabalho foi demonstrado que o tratamento diario com gangliosideos
durante a fase efetora da doenca foi capaz de abrandar ou mesmo evitar os sinais
clinicos da EAE. Os animais tratados apresentaram menor incapacidade neuroldgica,
observou-se que em alguns animais ndo houve a manifestacdo clinica da doenca

durante o periodo de tratamento. Observacbes corroboradas pelas analises

imunoistoquimicas, morfométricas e pela producio do TNF-a

Segundo protocolo adotado, os animais receberam 100 mg/kg da mistura de
gangliosideos durante a fase efetora da EAE, ou seja do 7° ao 15°dpi. O escore clinico
observado nesses animais foi significativamente menor, quando comparado aos
animais ndo tratados, demonstrando a eficicia da dose de gangliosideos

administrada.

A interrupcdo do tratamento fez com que estes sinais se tornassem mais
graves, embora tais animais jamais tenham apresentado a doenca na sua forma plena
ou tenham vindo a 6bito, como observado nos demais grupos. Esta constatagdo leva a
crer que a agdo dos gangliosideos é dependente ndo sé da dose administrada, mas

também do periodo durante o qual o tratamento é mantido.

Ha estudos demonstrando que a administracdo dos gangliosideos na fase de
sensibilizacdo da EAE, ou mesmo sua aplicacdo junto com o inoculo, nio provoca
alteragbes no curso da doenga. O resultado efetivo da agdo dos gangliosideos é

observado na fase efetora, havendo correlacdo direta entre os beneficios observados
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pela sua administracdo e a gravidade dos sinais clinicos (SHIMADA et al, 1993;

SAEZ-TORES et al, 1998).

Nossas observagdes estio de acordo com os resultados encontrados por
SHIMADA e colaboradores (1994). Neste estudo foi testada a administracdo de
diferentes doses de gangliosideos e sua resposta sobre a inducdo da EAE. Os autores
verificaram que a administracdo diaria de 100mg/Kg de gangliosideos em ratos

Lewis, suprime significativamente as manifestagdes neuroldgicas e lesdes histoldgicas.

A inibigdo da resposta imune induzida por gangliosideos, tem efeito méaximo
quando sua acdo ¢ exercida durante a fase inicial da ativagdo. Desta forma, linfécitos
devem manter contato com estas substincias durante um periodo minimo, até que o

efeito inibitério seja estabelecido (DYATLOVITSKAYA & BERGELSON, 1987).

O estudo histoldgico demonstrou que a morfologia da lesdo em todos os
grupos experimentais apresentaram caracteristicas comuns. A andlise destas lesdes,
realizada em cortes corados com HE, evidenciou que os infilirados inflamatorios
apresentavam a mesma populacio celular, tanto nos animais dos grupos controle (GP-

MBP e placebo) como nos animais tratados com gangliosideos

A guantificacdo destes infiltrados comprovou a protecdo observada nos sinais
clinicos, uma vez que os animais tratados apresentaram numero significativamente
menor no cérebro. Correlacionando os sinais clinicos da EAE com os achados
histolégicos, INOUE e colaboradores(1996), demonstraram na medula espinhal de

camundongos a auséncia de infiltrados inflamatérios nas meninges e no parénquima
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de animais com EAE, tratados durante a fase efetora da doencga com gangliosideos

(INOUE, et al., 199).

Além disso, o estudo da cinética da lesdo provocada pela EAE, mostra que,
inicialmente, a inflamagdo é detectada na porcdo toracica e lombar da medula
espinhal, aproximadamente 24 horas apoés, a resposta inflamatdria se propaga,
envolvendo toda medula espinhal e cerebelo, mesencéfalo e algumas areas do
prosencéfalo. Dois a trés dias ap6s o inicio da EAE, a inflamacio diminui em
aproximadamente 50%, coincidindo com a recuperacio clinica. Contudo, a resposta

inflamatodria no mesencéfalo e diencéfalo continuam a aumentar durante este periodo

(BERGER et al, 1997).

A detecgio do filamento intermedidrio GFAP é um importante indicativo da
ocorréncia da gliose reativa nas lesdes provocadas pela EAE, por essa razdo, a
demonstracio de sua presenca poderia fornecer subsidios comparativos sobre o

comprometimento do tecido nervoso nos diferentes grupos experimentais.

A analise imunoistoquimica realizada para deteccdo do GFAP, sugeriu a
ocorréncia de uma pequena reac¢io astrocitaria frente a lesdo provocada pela indugédo

da doenga.

Sabe-se que durante a EAE os astrdcitos expressam altos niveis de MHC II em
resposta ao IFN~y, desta forma passam a se comportar como células imunocompetentes,

efetuando a apresentagdo de antigenos para linfécitos T (CHUNG et aZ, 1991).

i HRIGAMT :
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Segundo MASSA (1993), gangliosideos suprimem especificamente a
expressdo do MHC classe I e IT e da ICAM-1 induzida por IFN-y. Entretanto, ndo foi

possivel estabelecer, diferencas qualitativas entre os grupos controle (GP-MBP e

placebo) e o grupo tratado com gangliosideo.

Dando continuidade & caracterizacio das células presentes nas lesdes
provocadas pela EAE, efetuou-se a imunoistoquimica para deteccio de linfocitos T

CD4* e CD8*, dada a importancia destas na génese e recuperacio da doenca.

Em cortes obtidos de animais tratados com gangliosideos, verificou-se que a
imunorreatividade a marcacdo com W3/25, anticorpo que detecta a presenca de
linfécitos T CID4* € menor, quando comparada aos cortes obtidos de animais sem

tratamento (GIP-MBP e placebo).

O tratamento com gangliosideos pode inibir a expressio da molécula de
superficie celular, presente nos linfécitos T CD4 e reconhecida pelo anticorpo
monoclonal W3/25, (OFFNER e al, 1987). Sugerindo que os gangliosideos podem se
inserir na membrana e se ligar as moléculas associadas ao CD4, reduzindo sua

expressdo (GAROFALO et al, 1998).

Entretanto, a imunorreatividade observada na identificacao do linfécitos CD8
ndo pdde ser diferenciada qualitativamente nos grupos experimentais. Embora sua
presenca seja detectada nos infiltrados inflamatorios, verifica-se que a marcacdo é

menos frequente. IKEDA e colaboradores (1992) demonstraram que a atuagdo de
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gangliosideos sobre a molécula de CD8 ¢é quase inexistente, confirmando as

observacoes feitas neste trabalho.

Nos experimentos in vifro pdde ser verificado que os gangliosideos exercem
poder inibitério sobre a linfoproliferacdo quando adicionados ao meio de cultura
juntamente com os linfécitos, independente do grupo experimental, inclusive nas

culturas obtidas de animais normais.

As culturas estimuladas com GP-MBP apresentaram resposta proliferativa
menor nos animais tratados com gangliosideos. Esta resposta ao que parece, deriva da
presenca de gangliosideos no organismo dos animais tratados com gangliosideos, de
forma que sua agdo ainda se reflete na resposta proliferativa obtida nas culturas,

mesmo ap6s o periodo de incubagio.

Por outro lado, os animais tratados com placebo apresentaram um valor
intermedidrio da resposta proliferativa entre o grupo 1B(GP-MBP) e 3B

(gangliosideos).

Como esses animais foram expostos a aplicacdes de duas injegdes didrias de
placebo, é possivel que o estresse provocado por esta manipulacdo possa ter alterado a
resposta proliferativa. Sabe-se que o estresse esta associado com as alteragdes nos
mecanismos celulares e humorais em animais de laboratério e em humanos. A
diminuicdo da resposta proliferativa a mitdgenos e antigenos, assim como a

citotoxicidade mediada por linfécitos tem sido observados ap6s a exposicdo a agentes

estressantes (FREIER, 1990).
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Reforgando esta hipotese, pdde-se verificar que as culturas celulares obtidas
de animais dos diferentes grupos sacrificados no 19° dpi ndo apresentam diferencas

estatisticamente significantes.

In vitro, estes glicoesfingolfpides sdo capazes de inibir muitos passos da
resposta imune celular, como o processamento de antigenos, sua apresentacio,
conhecida, sendo que as pesquisas estdo voltadas para identificacio dos possiveis

mecanismos envolvidos (LADISCH er al,, 1994).

Os gangliosideos podem ligar-se as células por interacio de sua cadeia
glicidica com proteinas de membrana, ou através da incorporagdo’ de sua porgio
hidrof6bica a bicamada lipidica da membrana plasmatica. Podendo bloquear sitios de
ligagdo especificos, fornecendo posteriormente sitios de ligagdo adicionais, atuando

desta forma como receptores, ou co-receptores (BERGELSON, 1995).

A agdo dos gangliosideos parece estar direcionada sobre os linfocitos Th1, nos
quais a produgdo de citocinas fica impedida, assim como sua proliferagdo, pelo
bloqueio da fosforilacio da Rb, proteina que uma vez fosforilada libera outras
proteinas regulatorias permitindo a transicdo da fase G-1 para fase S em linfocitos. O
bloqueio da fosforilacdo da proteina Rb, faz com que as proteinas regulatorias

permanecam sequestradas, atrasando desta forma o ciclo celular (IRANI ef a/, 1996).

Outro fator que contribui para inibigdo é a interferéncia do gangliosideo no

sistema da IL-2 e seu receptor o IL-2r, envolvendo a competicdo deste tltimo pela
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ligacdo com a citocina disponivel, fundamental para resposta proliferativa (LU &

SHAROM, 1995).

Uma vez incorporados 4 membrana celular dos linfocitos, os gangliosideos
podem diminuir ou eliminar a expressdo da molécula de CD4, pela interagdo com
moléculas adjacentes que resulta no mascaramento ou endocitose do mesmo, em
virtude da dissociagdo da proteinaquinase p56'* da cauda citoplasmatica do CD4

(BERGELSON, 1995).

Os gangliosideos exégenos também sdo capazes de induzir a elevacdo da
concentracio de Ca? intracelular livre, de forma provavelmente dependente da p56ick.
A diversidade estrutural da porgdo glicidica dos gangliosideos pode afetar as

interacbes fisicas entre estes e proteinas, o que pode ser importante para os efeitos

observados (NOHARA et al, 1997).

A desorganizacdo do CD4 na membrana plasmatica é um evento molecular
que ocorre pela ativacdo da proteinaquinase C, que induz a fosforilagdo dos residuos
de serina na porgdo citoplasmatica desta molécula, consequentemente levando a
dissociacdo do complexo CD4-p56k. O tratamento dos linfocitos com gangliosideos
leva a redistribuicdo, agrupamento e internalizacdo por vesiculas endociticas e

posterior degradacio intracelular da molécula de CD4 (GAROFALO et al, 1998).

E interessante observar que gatos apresentando os sinais clinicos da GM1
gangliosidose felina (modelo da GM1 gangliosidose juvenil) apresentam involucdo

timica prematura caracterizada pela diminuicdo das populacdes de linfocitos T,
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especialmente da sub-populacioc de CD4+/CD8+ imaturos. O aumento de
gangliosideos na superficie resulta na apoptose de linfécitos T imaturos (ZHOU et al,

1998).

Outro mecanismo provavel de imunomodulacdo é a possivel inducdo de
apoptose das células imunocompetentes, e a modulacdo das moléculas de superficie
por gangliosideos incorporados na membrana celular que bloqueiam a ativacio destas
células, paralisando a resposta imune. E possivel ainda que gangliosideos possam
interagir com um alvo intracelular, tais como a calmodulina, modulando
provavelmente a atividade deste intermediario chave na traducéo do sinal do Ca2+

(DUMONTET, et al, 1994).

Foi demonstrado que o GD3 pode mediar sinais apoptoticos apos acamulo de

ceramida intracelular através do recrutamento da mitocondria para o programa de

de Golgi para a mitocondria, afetando desta forma, a permeabilidade de membrana

desta organela (DE MARIA ez al, 1997).

Por outro lado, observou-se que o tratamento com gangliosideos pode afetar a

producéo de citocinas, principalmente aquelas liberadas por linfécitos Thl.

O TNF-o é uma das principais citocinas envolvidas na génese da EAE, sendo
também responséavel pela marioria das lesGes ocorridas nesta doenca. Ha varios
trabalhos demonstrando que em pacientes com EM seus niveis estdo intimamente

relacionados com o estagio da doenca, pacientes em periodos de exacerbacgdo
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apresentam maior concenfracdo de RNAm desta citocina, que aqueles em remissio

(BEGOLKA & MILLER, 1998).

Os resultados obtidos a partir dos sobrenadantes de cultura celular
provenientes de animais tratados e ndo tratados com gangliosideos reforcam esta
observagdo. As dosagens de TNF-a feitas nos grupos GP-MBP e placebo no 15° dpi
mostram altos niveis desta citocina, estes animais apresentaram sinais clinicos graves,
chegando em alguns a tetraplegia e morte. Por outro lado, no 19°dpi quando os sinais

clinicos ja desapareceram, estes niveis diminuem significativamente.

As dosagens obtidas dos animais fratados com gangliosideos demontrou
niveis baixos de TNF-a nos dois periodos analisados, porém o grupo sacrificado no
19°dpi (grupo 3A) apresentou ligeira elevacdo, embora os animais estivessem
recuperados. Ao que parece o metabolismo do gangliosideo ocorre de forma rapida,
de maneira que a sua suspensao no 15°dpi leva a consequente piora dos sinais clinicos
e aumento da producdo do TNF-a, que pode ser detectada mesmo apds o

desaparecimento sinais.

Gangliosideos sdo capazes de bloquear a produgio do TNF-a atuando
diretamnente na produgdo de citocinas pelos linfécitos Thl. A inibicdio ocorre na
transcricdo, uma vez que a biogénese do RNAm destas proteinas ¢é evitado. Este efeito
pode ser explicado pelo fato dos gangliosideos serem capazes de bloquear a localizacio
nuclear da NF-xB em linf6citos T. A NF-kB constitui-se numa proteina que, uma vez

liberada, migra para o nicleo ativando a transcricdo dos genes das citocinas (IRANI ef a/,
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1996).

Gangliosideos sdo capazes de se ligar ao TNF-o suprimindo sua agdo. Esta
ligacdo depende em grande parte da estrutura oligossacaridica do glicoesfincolipide,
enquanto que a supressdo da expressio depende da estrutura integra do mesmo
(BERGELSON, 1995). Portanto, o efeito exercido sobre a proteina NF-kB ja é o
suficiente para explicar a acdo dos gangliosideos na expressdo dos genes do TNF-«a,
que aparentemente sio regulados por este fator nuclear (ZIEGLER-HEITBROCK et al,

1992).

A adig@o de gangliosideos in vitro é capaz de evitar a lise mediada pelo TNF-
o sobre fibroblastos da linhagem 1929 de forma dose-dependente, além disso,

medeiam a protegdo contra lesGes induzidas por esta citocina através da protecdo do

DNA da célula-alvo (KOIKE et a/, 1993).

A expressdo do TNF-a pode ser bloqueada por citocinas anti-inflamatorias
como o TGF-B, que atua na transcricdo e traducdo do DNA (BENVENISTE, 1997). O
aumento da atividade do TGF-p foi demonstrado em sobrenadantes de cultura de

sangue de pacientes com EM, testados durante o periodo de remissdo dos sintomas

(NAVIKAS & LINK, 1996).

No presente trabalho foi realizada a dosagem do TGF-f no intuito de verificar
a possivel acdo dos gangliosideos sobre a producio desta citocina. A cultura realizada
em animais sacrificados no 15°dpi demonstrou que no auge da doencga esta citocina

encontra-se presente em pequenas quantidades em todos os grupos experimentais,
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sem que haja diferenga significativa entre eles. Estes dados sdo consistentes com
estudos realizados com hibridizacdo in sifu, onde verificou-se o aparecimento do
RNAm ap6s a detecgdo do IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-4, ou seja, citocinas envolvidas na

génese da doencga (OLSSON, 1995).

A quantificacdo das células CCL64 por incorporagdo da *H-Timidina ndo
demonstrou diferencas entre os grupos, observa-se na quantificacdo que os grupos
GP-MBP e placebo apresentam quantidades menores destas citocina, enquanto o

grupo tratado apresenta dez vezes mais TGF-B que os demais grupos.

Apds a recuperagdo dos sinais clinicos, a dosagem realizada nos animais
sacrificados no 19°dpi, indica situacdo diferente. Neste periodo os valores obtidos
aumentaram significativamente em todos os grupos. Entretanto, os animais tratados
com gangliosideos apresentaram presenga maior de TGF-B no sobrenadante das
culturas, embora a incorporagdo de *H-Timidina ndo tenha sido significativamente

diferente.

Linfocitos T do bago que secretam TGF-P atuam como supressores na EAE. O
aumento desta citocina durante a recuperacdo dos sinais clinicos tem sido observado
também na neurite alérgica experimental e na artrite induzida por coldgeno (KIEFER

et al, 1998; LETTERIO & ROBERTS, 1998).

Os linfocitos T supressores que aparecem quando o rato se recupera da EAE,
inibem a secrecdo de IFN-y, IL-1, IL-6 e TNF-a, pelas células encefalitogénicas,

demonstrando que esta citocina pode atuar diretamente sobre as células Thl. Além de



reduzir a ligacdo de linfécitos ativados ao endotélio cerebral, tal efeito evita a
migragdo destas células para o sitio da lesdo (IWAHASHI ef al, 1997, SMELTZ &

SWANBORG, 1998).

As quantidades de TGF-B detectadas entre os animais normais apresentaram
valores proximos a Ing/ml, independente da data de sacrificio. Entretanto o fato
destes animais ndo terem recebido qualquer estimulo para o desenvolvimento da
doenca, indicam provavelmente, os niveis basais desta citocina, de forma inativa que
nio se liga ao seu receptor (IWAHASHI ef al, 1997). Esta citocina atua no
desenvolvimento, na diferenciacdo e crescimento das células epiteliais. Dos peptideos
conhecidos, o TGF-p talvez seja o mais pleiotrépico e multifuncional isto é, além de ser
produzido por quase todos os tipos celulares, também tém atuagdo ampla no
organismo, do controle da diferenciacdo e crescimento celular a regulacéo funcional e

de atividade do gene-alvo (LETTERIO & ROBERTS, 1998).

Como jd observado, os gangliosideos interferem com a resposta imune
celular através de varios mecanismos como a inibicdo reversivel do
processamento/ apresentacdo do leucocito, ligacdo direta a citocinas, diminuicdo da
expressdo do CD4 e apoptose, além de proteger da ocorréncia da apoptose induzida

pelo TNF-a (LADISCH et al., 1994).

Este ¢ um ponto importante para estudos posteriores relacionados a EAE, em
modelos crénicos da doenca onde ocorra a desmielinizagdo, uma vez que estes

compostos podem atuar em duas frentes, no sistema imune inibindo sua acfo; e no
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SNC, evitando ndo s6 o aumento da lesdo, como também auxiliando na regeneragéo
do mesmo. NNo SNC, os gangliosideos podem atuar de forma inibitéria ou
estimulatéria sobre a fosforilagdo das proteinas neurais incluindo a MBP e MAG, o
que pode modular sua interacdo com elementos do citoesqueleto. Esta fosforilacdo é
catalisada em parte por proteinaguinases C e possivelmente outras quinases ativadas

pelo Ca?, a qual tem importante papel na diferenciacio dos oligodendrécitos (YIM et

al, 1994).
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Considerando os dados experimentais obtidos no modelo experimental utilizado no

presente trabalho, podemos concluir:

+ A administracao de gangliosideos na dose de 100mg/Kg durante a fase efetora da

EAE, protege o animal da ocorréncia da doenca em sua forma mais grave.

* O agravamento dos sinais clinicos com a interrupc¢do do tratamento, evidencia o

papel imunossupressor dos gangliosideos sobre os fatores que levam & EAE.

¢ Os dados obtidos das analises imunoistoquimica e morfométrica reforcam a idéia

da agdo imunomoduladora dos gangliosideos sobre os elementos celulares do

sistema imune envolvidos na EAE.

¢ Nossos resultados permitem inferir que um dos mecanismos de acio dos

gangliosideos pode estar relacionado com a inibigdo da producdo do TNF-a
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