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RESUMO

A esclerose mdltipla € uma doenca autoimune em que a operacdo
desregulada no sistema imune do individuo, normalmente mediada por fatores
genéticos e influenciada pelo meio ambiente, faz com que as células do sistema
nervoso central sejam alvo de destruicao por células inflamatdrias. A esclerose
multipla € estudada por um modelo chamado de encefalomielite autoimune
experimental (EAE), no qual a imunizacdo com antigenos presentes na bainha
de mielina induz uma resposta imune especifica e causa assim manifestacdes
semelhantes as da doenca em humanos. Utilizando conceitos da tolerancia oral,
que preconiza que a ingestao continua e em baixas doses de um determinado
antigeno protéico resulta em tolerancia imunoldgica, e das propriedades
imunomodulatérias das proteinas de choque térmico (HSPs), realizamos um
estudo para entendermos melhor a acdo da administracdo oral da bactéria
Lactococcus lactis produtor de HSP65 na prevencdo da EAE. Em estudos
anteriores, Nn0sSso grupo comprovou a eficiéncia desse mecanismo preventivo e
estudou diversos parametros nos orgaos linféides secundarios. Neste trabalho,
focamos as andlises na medula espinhal e migracdo celular. Apos 5 dias de
tratamento oral por L.lactis produtor de HSP65 (grupo HSP65+EAE) ou apenas
agua para controle (Agua+EAE), camundongos C57BL/6 foram imunizados com
MOG juntamente com CFA para a inducédo da doenca. Nos dias 4, 10 e 14 apés
a imunizacao, os animais foram sacrificados. Observamos que, no 14° dia
(periodo em que o indice clinico do grupo agua+EAE fica mais alto), houve
reducdo do infiltrado inflamatério e das &reas de lesdo na medula espinhal
apenas dos animais do grupo HSP65+EAE. Um estudo dos linfocitos
reguladores T CD4* demonstrou que, neste mesmo momento, uma maior
freqUéncia das células Foxp3'LAP* ocorre no grupo HSP65+EAE. Esse resultado
aponta para uma maior importancia desse fenétipo celular na prevencéo da EAE.
Quanto aos parametros relativos a migracao celular, estudamos, no 4° dia da
inducao da EAE, os receptores de quimiocinas CCR6 e CXCR3, que contribuem,
respectivamente, para a inducéo e supresséo da doenca. Eles foram analisados
no baco e linfonodos mesentérico e inguinal. Observamos, em linhas gerais, uma
reducdo da frequéncia das células efetoras expressando CCR6 e aumento da

freqiéncia das que expressam CXCR3, no grupo HSP65+EAE. Foram



analisadas também, no 14° dia, as integrinas a431 e aL32, ambas importantes
para o desencadeamento da doenca. Observamos uma reducéo da freqiiéncia
de linfécitos T CD4* efetores expressando a4PB1 no baco. A analise desses
resultados demonstra muitos efeitos resultantes da ingest&o do L.lactis produtor
de HSP65, na medula espinhal de camundongos, que podem estar envolvidos
com a prevencdo da EAE. Embora com este trabalho ainda ndo se possa definir
0 mecanismo, as possibilidades apresentadas séo plausiveis e devem ser mais
estudas.

Palavras chave: esclerose mudltipla, tolerancia oral, HSP65, migracédo celular,

células T reguladoras, quimiocinas, integrinas



ABSTRACT

Multiple sclerosis is an autoimmune disease associated with a
dysfunctional operation of the immune system of an individual. This is usually
mediated by genetic factors and influenced by environmental, and leads to
destruction of target cells of the central nervous system by inflammatory cells.
Multiple sclerosis is studied by a model called experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) in which an immunization with antigens derived from the
myelin sheath induces a specific immune response inducing disease
manifestations similar to those in humans. Using the strategy of oral tolerance
induced by the continuous intake of a specific antigen protein in low doses, and
the immunomodulatory properties of heat shock proteins, we conducted a study
to better understand the effect of the continuous feeding of HSP65-producing
Lactococcus lactis in preventing EAE. In previous studies, our group has
confirmed the efficacy of this modulatory mechanism and studied various
immunological parameters in secondary lymphoid organs. Herein, we focused
the analysis in the events taking place at the spinal cord and in cell migration.
After 5 days of oral treatment with either HSP65-producing L.lactis (HSP65+EAE)
or water only as a control (water + EAE), C57BL / 6 mice were immunized with
MOG and CFA for disease induction. On days 4, 10 and 14 after immunization,
animals were killed. We observed a decreased in inflammatory infiltrated and
injured areas on spinal cord 14 days after the immunization (time point of the
highest clinical score of EAE) only in HSP65 + EAE group. A study of regulatory
CD4* T lymphocytes showed that, at this time point, a higher frequency of Foxp3-
LAP* cells occurs in HSP65 + EAE group. This result indicates a greater
importance of this cellular phenotype in preventing EAE. Regarding the
parameters related to cell migration studied in the 4th day after EAE induction,
we studied the chemokines receptors CCR6 and CXCRS3, which contribute to the
induction and suppression of disease, respectively. They were analyzed in the
spleen, mesenteric and inguinal lymph nodes. In general, we observed a reduced
frequency of effector cells expressing CCR6 and an increased frequency of T
cells expressing CXCR3 in HSP65 + EAE group. We also evaluate, on the 14th
day, the integrins a4B1 and alLB2, both important for disease induction. We

observed a reduction in the frequency of CD4" effector T lymphocytes expressing



a4B1 in spleen. Analysis of these results suggests that ingestion of L.lactis
producing of HSP65 leads to many effects in the spinal cord of mice, which may
be involved in the prevention of EAE. Although this work cannot define the
mechanism of HSP65 effect yet, the possibilities presented are plausible and
should be further studied.

Keywords: multiple sclerosis, oral tolerance, HSP65, cell migration, regulatory T
cells, chemokines, integrins
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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla € uma doenca autoimune, de fundo genético, que afeta
0 sistema nervoso central. Historicamente, foi classificada durante séculos como
paraplegia, em que deterioragdes neuroldgicas ocasionavam sintomas facilmente
observaveis. Entretanto, essas manifestacfes poderiam abranger varias doencas, e
somente na metade do século XIX a esclerose mdltipla teve suas principais
caracteristicas distinguiveis e a nomenclatura determinada. O nome da doenca
designa as placas formadas por tecidos cicatriciais enrijecidos (esclerose)

observadas de forma difusa no sistema nervoso central (MURAY, 2009).

As alteracdes patoldgicas causadas pela esclerose multipla podem acometer
o cérebro, medula espinhal e os nervos 6pticos (PENDER; GREER, 2007). Trata-se
da principal causa de incapacitacdo neurolégica ndo traumatica em jovens adultos
da Europa e Estados Unidos. As primeiras manifestacdes geralmente sdo iniciadas
entre os 20 e 30 anos, sendo o desenrolar da doenca incerto, o que afeta a vida
pessoal e profissional dos pacientes. A expectativa de vida é reduzida, em média,
entre sete e oito anos. Metade dos pacientes com esclerose mdultipla tem
dificuldades para realizar atividades domésticas e cumprir obrigacdes profissionais
dez anos apo6s o inicio dos sintomas e essa mesma proporcao de individuos torna-
se incapaz de caminhar ap0s vinte e cinco anos das primeiras manifestacfes
(TRAPP; NAVE, 2008).

Uma das principais caracteristicas que dificulta o tratamento da esclerose
multipla é o fato de que o seu progresso inicial pode ser clinicamente silencioso.
Dessa forma, o diagndéstico e acompanhamento da doenca necessitam de técnicas
de obtencdo de imagens, como a ressonancia magnética, o que torna o custo muito
elevado, e pode retardar o inicio de um tratamento adequado. O fato de a doenca
ser clinicamente muito heterogénea também é um fator limitante para os ensaios
clinicos, pois um numero muito alto de pacientes é necessario para demonstrar a
eficacia dos tratamentos (TRAPP; NAVE, 2008).

Cerca de 85% dos pacientes apresentam a doenca inicialmente em uma
fase de surto e remissdo, na qual periodos curtos de intensa inflamacdo sé&o

sucedidos por recuperacao neuronal. Mulheres tém o dobro de probabilidade que os
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homens de apresentar esse padrao. Células como linfécitos e mondcitos, derivadas
do sangue, conseguem penetrar a barreira hematoencefalica e chegam até o
sistema nervoso central, causando um processo inflamatério que destroi a mielina,
os oligodendrécitos (células que sintetizam a mielina) e os axénios. Pode haver a
formacdo de edemas e a entrada de componentes séricos no sistema nervoso
central (TRAPP; NAVE, 2008). Nessa fase, as lesfes sdo concentradas na
substancia branca do cérebro e medula espinhal, sendo a inflamacdo o principal
desencadeante das lesbes (LASSMANN; BRUCK; LUCCHINETTI, 2007). Na
remissao ocorre resolucdo da inflamacdo e dos edemas e a remielinizacdo dos

axbnios, o que restabelece sua capacidade de conducdo (TRAPP; NAVE, 2008).

A quantidade de surtos e remissfes é bastante variavel entre os pacientes.
Os surtos ndo costumam durar mais de um més, e esses episodios ocorrem em
média duas vezes por ano. Essa fase da doenca pode durar de alguns anos a
décadas (TRAPP; NAVE, 2008). E interessante salientar que o nimero e a
gravidade dos surtos que ocorrem nessa fase podem, em parte, determinar quando
a fase crbnica sera atingida, mas nao exerce influéncia em sua gravidade ou
progresséao depois de estabelecida (LASSMANN; BRUCK; LUCCHINETTI, 2007).

Passada a etapa de surtos e remissdes, a maioria dos pacientes atinge o
estagio cronico da doenca, conhecido como esclerose mudltipla secundaria
progressiva, em gue os danos neurologicos sdo continuos e irreversiveis (TRAPP;
NAVE, 2008). Nesse caso, ndo é mais a inflamacdo a Unica causadora das lesdes.
Observa-se uma atrofia difusa tanto na substancia branca como na cinzenta, sendo
0 cortex atingido. Ndo sdo formadas novas placas inflamatérias desmielinizantes,
mas aquelas ja existentes sofrem um aumento gradual e lento em suas margens
(LASSMANN; BRUCK; LUCCHINETTI, 2007). A fase crbnica € acompanhada por
um aumento da complexidade dos mecanismos causadores das lesbes e da
dificuldade de se estabelecer um tratamento eficiente. Estruturas semelhantes a
foliculos linfoides sdo formadas nas meninges e entre 0s espacos perivasculares,
sendo associadas com répida progressdo da doenca e danos cerebrais mais
profundos. Com o decorrer do tempo, a inflamacédo torna-se uma variavel menos
relevante na doenca, e os tratamentos convencionais com anti-inflamatérios tornam-
se menos eficazes (FRISCHER J.M et al, 2009).
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A esclerose multipla primaria progressiva tem a mesma prevaléncia entre
homens e mulheres. Cerca de 15% dos pacientes apresentam esse padrao da
doenca. Nao ocorre a fase inicial em que ha periodos de remissdo, pois 0s surtos
evoluem diretamente para a fase cronica. Normalmente as manifestacdes clinicas
ocorrem mais tardiamente, mas sdo mais dificiimente tratadas (TRAPP; NAVE,
2008).

1.1 Etiologia

A etiologia exata da esclerose multipla ainda é desconhecida, porém sabe-se
que esta possui um fundo imunogenético obrigatorio, e que fatores ambientais sédo
importantes desencadeadores da patologia. Dados epidemiolégicos sustentam o
fator genético da doenca, visto que em certas familias a incidéncia é muito maior
gue em outras, e que a prevaléncia € substancialmente aumentada em pessoas que
possuem familiares doentes. Ja a andlise das varidveis geograficas é mais
complexa, pois aspectos ambientais também podem estar implicados. Em certas
regides do planeta, como no norte europeu e América do Norte, a incidéncia € muito
maior que no Japao, por exemplo (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Dos genes candidatos a serem relevantes para o desencadeamento da
doenca, destacam-se aqueles localizados no cromossomo 6p2l, na regido
codificante do complexo principal de histocompatibilidade, o MHC (major
histocompatibility complex), que em humanos recebe o nome de HLA (human
leukocyte antigen). Esses genes podem ter de 10% a 60% de contribuicdo para a
ocorréncia da doenca (HAINES et al, 1998). Os genes que podem conferir riscos sao
localizados principalmente nas regidées DR e DQ, pertencentes ao MHC de classe |,
e a significancia deles depende da populacdo. Quanto ao MHC de classe |, poucas
informacdes sdo conhecidas a respeito da relagio deles com a esclerose miltipla. E
importante ressaltar que tanto no complexo HLA de classe | quanto no de classe Il
também existem genes com efeito protetor (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Quanto aos fatores ambientais envolvidos na esclerose multipla, esses podem
ser infecciosos ou ndo. O estudo desses parametros torna-se muito importante para
o entendimento da etiologia da doenca, visto que a genética por si sO ndo explica

diferencas quanto a incidéncia em grupos de pessoas com a mesma ancestralidade
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gue migram para a mesma regiao, ou a reducdo do risco em pessoas que migram
para regibes com menor incidéncia, dentre outros aspectos (ASCHERIO; MUNGER,
2007a).

Dos aspectos relativos as infecgdes, a “Hipotese da Higiene” é utilizada como
tentativa de explicar o fato de que em locais de maiores latitudes a incidéncia é
maior que em locais de menores latitudes, partindo do principio que esses ultimos
costumam ter maior indice de pobreza, e seus habitantes sdo expostos a uma vasta
gama de microorganismos quando jovens. O estimulo precoce do sistema imune no
sentido de gerar mecanismos imuno-reguladores anti-inflamatérios faz com que
esses individuos tenham menor probabilidade de apresentarem doencas
inflamatorias crénicas tais como alergias e doencas autoimunes quando adultos
(BACH, 2005; FLEMING; COOK, 2006). Entretanto, essa teoria tem algumas
limitagBes, pois é improvavel que todos 0s microorganismos e parasitas tenham a
mesma influéncia quanto ao desencadeamento da doenca. Atualmente, sabe-se que
alguns tém efeito mais protetor, enquanto outros tém efeito promotor da doenca. Um
dos casos mais estudados, e que contrapde a hipdtese da higiene, é o do virus
Epistein-Barr. Individuos soronegativos para esse virus (ou seja, que nao foram
expostos ao patdgeno, principalmente na infancia) tém uma probabilidade bem
menor de desenvolver a esclerose mlltipla. E justamente a resposta imunoldgica
gerada pela infeccdo com esse virus a possivel responsavel pelo desencadeamento
da doenca. Anticorpos especificos para o virus Epistein-Barr sdo comumente
encontrados em grande numero nos individuos soro-positivos cerca de cinco anos
antes do inicio da esclerose mudiltipla. Além disso, linfécitos T especificos para o
antigeno nuclear desse virus (EBNA, Epistein-Barr nuclear antigen) sdo encontrados
em maior quantidade nos pacientes com a doenca autoimune (ASCHERIO;
MUNGER, 2007a).

Dentre os fatores ambientais n&o relacionados as infec¢des, um dos mais
estudados é a exposicao a luz solar, a qual € importante para a sintese da vitamina
D no organismo. Tanto em estudos experimentais em animais, quanto
epidemiolégicos em humanos, essa vitamina é relatada como tendo efeito protetor
para a esclerose multipla, principalmente quanto a sua prevencéo. O habito de fumar

também pode aumentar o risco para a doenca, além de acelerar a transicdo da fase
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de surto-remissdo para a secundaria progressiva. Isso pode ser devido a sua agao
neurotdxica, ou até mesmo efeitos imunoldgicos, visto que o cigarro também
aumenta o risco para outras doencgas autoimunes. A baixa ingestdo de gorduras
poliinsaturadas em detrimento das saturadas e a baixa ingestdo de alimentos
antioxidantes também podem ser fatores de risco, porém estudos sobre a influéncia
da alimentacéo ainda sdo emergentes e pouco conclusivos (ASCHERIO; MUNGER,
2007b).

1.2 Aspectos clinicos

Os sintomas da esclerose multipla s&o varios, incluindo fraqueza,
formigamento e dorméncia dos membros, vertigens, perdas visuais ou visdo dupla.
Tais manifestacdes refletem os locais de formacao das placas. Desordens urinérias
e intestinais também sdo frequentemente relatadas. Dos distirbios mais
relacionados a esclerose multipla destacam-se 0s cognitivos, pois aparecem entre
40% e 60% dos pacientes. Ocorrem perdas da memoria ligada a recordacgdo (porém
sem afetar o ato de reconhecimento) e dificuldade de executar tarefas, devido ao
acometimento da memoria de trabalho, habilidade verbal e utilizacdo de estratégias
e estimativas. Os aspectos cognitivos sdo mais afetados na fase progressiva da
doenca. Desordens psiquiatricas, como depressao, transtorno bipolar, episodios
psicoticos e euforia também sédo relatados (McDONALD; RON, 1999).

N&o existem testes especificos que diagnosticam a esclerose multipla. A
doenca é distinguivel principalmente por padrbes clinicos. E necessario que se
observe lesbes em, no minimo, dois sitios distintos do sistema nervoso central, e
gue o paciente ja tenha tido ao menos dois episodios de manifestacées neurolbgicas
tipicas da esclerose mdltipla. O diagndéstico inicial da doencga é muito mais complexo
do que o acompanhamento clinico de um paciente com a doenca ja diagnosticada
(McDONALD; RON, 1999).

1.3 Tratamento

O tratamento da esclerose multipla é complexo, sendo que o préprio conceito
de cura para essa doenca difere de outros como no caso do cancer ou doencas
infecciosas. Por ser uma doenca autoimune, de fundo genético, a cura pode ser

considerada como a auséncia das caracteristicas tipicas da patologia, mas ndo um



23

restabelecimento da normalidade do sistema imune, pois esse possui uma alteracao

inerente ao seu funcionamento (WEINER, 2009).

As terapias utilizadas para a esclerose multipla devem variar de acordo com o
estagio da doenca em que o paciente se encontra. Como ja citado anteriormente, a
fase inicial e a progressiva diferem quanto aos aspectos clinicos e patolégicos. Os
resultados mais eficazes sdo observados quando o0s medicamentos sao
administrados na fase de surto-remisséo, pois o fator desencadeante € a inflamacao,
enquanto na fase mais tardia a neurodegeneracdo torna-se um fator muito
significativo, e a resolucao da doenca € mais complexa, pois passa pelo reparo do
sistema nervoso ja acometido (WEINER, 2009).

Das drogas usadas no tratamento da esclerose multipla destacam-se as
imunomodulatérias e as imunossupressoras. No primeiro grupo, uma das mais
administradas é o interferon-B, que ja foi demonstrado como eficiente em reduzir os
relapsos, o agravamento dos sintomas e a progressdo da doenca. Parece atuar
reduzindo a proliferacdo dos linfécitos T, a producéo de citocinas pro-inflamatorias e
aumentando a producédo de citocinas anti-inflamatérias. O acetato de glatiramer, um
polimero de aminoacidos, também parece polarizar a resposta imune para um perfil
mais regulador, além de promover uma inibicdo especifica nos linfocitos T reativos a
antigenos da bainha de mielina. J& o Natalizumab e o Alemtuzumab s&o anticorpos
monoclonais humanizados. Enquanto o primeiro depleta uma molécula importante
para a adesdo dos leucécitos ao vaso e consequente entrada na barreira
hematoencefélica, o Ultimo causa uma completa deplecdo das células que carregam
sua molécula alvo, que podem ser linfécitos B e T, macréfagos, mondcitos, células
dendriticas, NK (natural killer) e granulécitos, com excecdo dos neutrdfilos. E
importante ressaltar que todas essas drogas tém efeitos colaterais, desde
inflamacbes no local da aplicagcdo até alteracbes metabdlicas importantes e
manifestagbes clinicas, como taquicardia e trombocitopenia (LOMA; HEYMAN,
2011).

O grupo das drogas imunossupressoras € aquele em que os efeitos colaterais
sd0 mais graves, como menor resisténcia as infec¢des e surgimento de neoplasias.
Por isso, ndo sado as mais aceitas para o0 tratamento. A mitoxantrona e a

ciclofosfamida causam uma imunossupresséo generalizada no individuo, além de ter
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alguns efeitos especificos, como inibicdo da migracdo de linfocitos e mondcitos e
polarizacéo para resposta Th2, respectivamente. Atualmente as drogas padréo para
o tratamento da esclerose mdltipla na fase inicial sdo do grupo dos corticoesterdides.
Seus efeitos em prazos mais longos ainda ndo sdo muito claros. Atuam inibindo a
proliferacédo de linfocitos e a sintese de citocinas pro-inflamatoérias (LOMA; HEYMAN,
2011).

As pesquisas mais recentes que visam o desenvolvimento de novas terapias
para a esclerose multipla tém focado em tratamentos por via oral. Um exemplo é a
administragao de fingolimod, um modulador do receptor da esfingosina 1-fosfato.
Este composto atua prevenindo o egresso de linfocitos dos linfonodos, impedindo
gue os potencialmente agressivos cheguem ao sistema nervoso central. Os testes
em humanos demonstram resultados positivos e com poucos efeitos colaterais na
fase inicial da doencga, enquanto os efeitos em longo prazo sao mais desconhecidos
(KAPPOS et al, 2010).

1.4. Patogénese

Nas fases iniciais da esclerose mdultipla, a principal alteracdo patoldgica
observada € um processo inflamatério mediado principalmente por macrofagos, e
gue causa a transecc¢ao dos axénios (DUTTA; TRAPP, 2007). Pelo fato de a mielina
ter, como uma de suas funcdes, a estabilizacdo do esqueleto axonal, sua perda
pode acarretar em danos para a fisiologia do axénio, deixando-o0 mais vulneravel a
inflamacdo. O meio em que a inflamagédo ocorre contém vérias substancias que
podem contribuir para a lesdo dos axbénios, como radicais livres, enzimas
proteoliticas e citocinas. Uma dessas substancias, a enzima oOxido nitrico sintase,
induz a produgédo de 6xido nitrico, que limita a sobrevivéncia dos ax6nios atravées da
alteracdo de mecanismos de transporte, canal idnico e enzimas glicoliticas (TRAPP;

NAVE, 2008).

-
7

E importante ressaltar que ainda € desconhecido se ocorre uma resposta
imune especifica para o axbnio. Anticorpos com especificidade para proteinas
axonais ndo sdo encontradas no liquido cefalorraquidiano e no soro de pacientes,

mas o0s para 0 axolema (membrana que reveste o ax6nio) podem ser detectados.
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Além disso, como muitos axdnios sobrevivem a etapa da inflamacgéo aguda é pouco

provavel que a inflamacéo seja especifica (DUTTA; TRAPP, 2007).

Danos e perdas de axbnios sao observados também na fase progressiva da
doenca, em neurbnios desmielinizados, mesmo na auséncia de um processo
inflamatoério. Ao contrario da fase aguda, na fase cronica, o sistema nervoso central
ja ndo possui mais uma capacidade renovatoria significativa, e 0s sintomas sao mais
severos. Acontece, portanto, uma continua atrofia do sistema nervoso central e
perdas axonais, independentemente de inflamac&o. E interessante salientar que as
perdas axonais ndo sao apenas relacionadas a auséncia da mielina, mas também a
caréncia de fatores troficos importantes (DUTTA; TRAPP, 2007; BJARTMAR; YIN;
TRAPP, 1999). Em modelos animais, a auséncia da proteina MAG (myelin
associated glycoprotein), embora ndo impeca a formacdo da mielina, causa uma
atrofia progressiva do axdnio na quinta semana de vida do camundongo (Yin, X et al,
1998), semelhantemente a auséncia da PLP (Proteolipid protein), em que os efeitos
sao observados mais tardiamente (GRIFFITHS, | et al, 1998).

O efeito prejudicial da desmielinizacdo no axénio é provavelmente devido as
alteracdes em diversos aspectos fisioldgicos, como no transporte de ions. Com a
desmielinizacdo, ocorre uma redistribuicdo dos canais de sodio ao longo do
neurénio, aumentando a demanda por enzimas do tipo ATPases, responsaveis por
manter um gradiente ibnico equilibrado no axénio. Quando o ATP gerado ja ndo é
suficiente para a manutencdo dessas enzimas, a concentracdo de soédio no
axoplasma é aumentada, e consequentemente a de calcio também. As enzimas
dependentes desse ion, portanto, causam danos ao axénio, como despolimerizacédo

dos microtubulos e fragmentacao dos neurofilamentos (DUTTA; TRAPP, 2007).

Embora a esclerose multipla seja uma doengca comumente associada ao
acometimento da substancia branca, alguns de seus sintomas, como danos
cognitivos especificos, sdo explicados por alteragbes patoldgicas na substancia
cinzenta. Sabe-se que esta é afetada de uma maneira bem diferente da substancia
branca, pois o componente inflamatério € bem menos significativo, e nas fases
iniciais da doenca ela ainda é pouco acometida. Ainda ndo se sabe ao certo o que
de fato desencadeia os danos a substancia cinzenta. Uma possibilidade é que ela

ocorra como consequéncia da inflamacdo da substancia branca, que resulta em
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caréncia energética para os neurénios e eliminacdo de substancias potencialmente
lesivas, o que, por fim, pode danificar também a substancia cinzenta. Pode também
ocorrer apos inflamacdo nas meninges. Nesse caso, a substancia cinzenta é
primariamente envolvida na patofisiologia da doenga (ndo havendo a necessidade
de um processo inflamatorio na substancia branca). A inflamacdo das meninges
pode levar a desmielinizacdo da camada cortical subpial como efeito colateral
(GEURTS; BARKHOF, 2008).

1.5 Aspectos imunologicos

A esclerose multipla € uma doenca autoimune, na qual uma resposta imune
desregulada e influenciada fatores genéticos e ambientais (citados anteriormente) é
responsavel pelos danos ao sistema nervoso central. Na fase inicial, os danos a
substancia branca sdo gerados por um processo inflamatério. O infiltrado
inflamatorio local contém diversos tipos celulares, como macréfagos, linfécitos B e T,
células da microglia ativadas, entre outras (PENDER; GREER, 2007).

Normalmente a esclerose mdltipla inicia-se com uma lesdo aguda causada
por linfocitos T CD4*, cujos receptores (TCR) séo especificos para determinados
antigenos da bainha de mielina. Eles chegam ao sistema nervoso central oriundos
da periferia, onde foram estimulados por células apresentadoras de antigenos. Tais
linfécitos sdo geralmente descritos como sendo Thl, secretores de interferon-y (IFN-
y). Porém, a importancia dada as células Th1l7 tem aumentado nos ultimos anos,
visto que esse subtipo de linfocito tem sido encontrado no sistema nervoso central
dos pacientes com a doenca (WEINER, 2009). Esses linfocitos produzem a citocina
IL-17 (interleucina 17), e a proporc¢éo deles relativa a das células Thl determina em
grande parte o perfil da doenca. Em modelos animais, foi visto que esses tipos
celulares atuam de maneira semelhante nas lesdes da medula espinhal. Em
contrapartida, um perfil celular Th1l7 é importante para o infiltrado inflamatério
chegar ao parénquima cerebral, e ndo ficar restrito as meninges (STROMNES et al,
2008).

A relevancia das células T CD4* no desencadeamento da doenca é
consistente com o0 risco genético relativo ao HLA de classe Il, ja descrito

anteriormente. As células apresentadoras de antigeno (APCs, antigen presenting
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cells) possuidoras do MHC de classe Il apresentam epitopos protéicos para 0s
linfécitos T auxiliares (Th). As células dendriticas (DCs), as APCs profissionais,
atuam modulando o fenétipo dos linfocitos T virgens (naive, aqueles que ainda nao
foram ativados), além de estimular as células T efetoras a proliferarem e
responderem aos seus antigenos especificos (McFARLAND; MARTIN, 2007). O
préprio fenotipo da célula dendritica também € importante para definir sua maneira
de atuacdo. As DCs mieldides, através da secre¢cdo de TGF-B (transforming growth
factor- beta) e IL-6 (ou IL-23), polarizam a diferencia¢édo dos linfocitos T CD4+ naive
para um perfil Th17 (BAILEY et al, 2007 ), enquanto as DCs plasmocitéides tém um
potencial estimulador menor, e ainda podem impedir a producdo de citocinas
inflamatorias pelos linfocitos T, atuando, portanto, de maneira reguladora (BAILEY-
BUCKTROUT, 2008). Um tipo celular tipico do sistema nervoso central que também
tem funcdo apresentadora de antigenos € a microglia. Em condi¢des fisioldgicas,
essas células expressam MHC-I e MHC-II em baixa intensidade, além das moléculas
co-estimuladoras CD40 e CD86 em menor quantidade. JA& em um contexto
inflamatdrio, a microglia adquire um perfil mais ativado, com aumento da capacidade

fagocitica e de secrecéo de citocinas (YANG et al, 2010).

A entrada dos leucdcitos no sistema nervoso central € dependente de
processos que induzem a migracdo dessas células, e necessita que algumas
barreiras sejam ultrapassadas. A mais tratada nesse caso € a hematoencefalica
propriamente dita, que consiste em células endoteliais da microvasculatura
circundadas pelas terminacdes dos pericitos e astrécitos. Também existe a barreira
sangue-liquido cefalorraquidiano, um tipo de barreira hematoencefalica, mas que
diferentemente da propriamente dita ndo possui tipos celulares especificos, mas é
formada pelos complexos juncionais do epitélio do plexo cordide (ROCHA, 2008-
2009). Todos esses fatores fazem com que o sistema nervoso central seja
considerado um sitio “imunoprivilegiado”, termo que faz referéncia a capacidade dele
de estabelecer uma permeabilidade seletiva, sendo necesséaria alguma desordem

para que leucdcitos cheguem até |a.

As quimiocinas e integrinas sdo moléculas muito importantes para a chegada
das células do sangue até o sistema nervoso central. Os leucdcitos circulantes

precisam de algum estimulo que os tornem posicionados préximos a parede do



28

vaso, ao invés de serem carregados pela corrente sanguinea. Isso pode ser
mediado por moléculas de adesdo da familia das selectinas e por integrinas
especificas, como a a4B1 (VLA-4, very late antigen-4), que se liga ao receptor
carboidrato VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), e aLB2 (LFA-1, lymphocyte

function-associated antigen-1), ligante de receptores ICAMs (intercellular adhesion
molecules). Esse contato inicial permite que posteriormente o leucdcito role pela

parede do endotélio, onde sdo produzidas quimiocinas que se ligam aos seus
receptores nos leucdcitos, ativando uma cascata de sinalizacdo que aumenta a forga
de adesdo dessas células a microvasculatura (ENGELHARDT, 2008; HOLMAN;
KLEIN; RANHOSOFF, 2011).

O proximo passo € a migracdo transendotelial dos leucdcitos. Esse processo
pode ocorrer pela via paracelular, ou seja, entre as células endoteliais, ou através de
um movimento em que o leucdcito passa pela prépria célula endotelial, chamado de
transcelular. Fatores que determinam qual delas ocorrera preferencialmente séo
diversos e muito divergentes, pois varias moléculas envolvidas na adesédo e
migracdo sdo encontradas tanto nas juncBes das células endoteliais quanto na
superficie dessas células (HOLMAN; KLEIN; RANHOSOFF, 2011).

Em pacientes com esclerose multipla, varias quimiocinas, bem como seus
receptores, tem a expressdo modificada. A analise de fluidos como o sangue e o
liguido cefalorraquidiano e do proéprio tecido nervoso permitiu observar o aumento
dos niveis das quimiocinas CXCL9 e CXCL10, entre outras, no liquido
cefalorraquidiano de pacientes na fase de relapso, bem como da expressédo de seu
receptor, CXCR3, que pode ser detectado na maioria dos linfécitos T no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com esclerose multipla. Outras quimiocinas, como
CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, sao detectadas nas placas escleroticas, sendo
seus ligantes CCR1, CCR3 e CCR5 encontrados em macrofagos e microglia nos
focos inflamatorios (SZCZUCINSKI; LOSY, 2007). Ja o receptor de CCL20, o CCR6,
é mais citado em estudos experimentais sobre a esclerose mdultipla. Em humanos
doentes ele € relacionado com a migracdo de células encefalitogénicas para o
sistema nervoso central, principalmente os linfocitos do tipo Thl (ANDALIB, A et al

2011).
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Embora as células desencadeadoras da doenca sejam do tipo Th, as
alteracdes patologicas propriamente ditas sdo pouco relacionadas aos linfécitos T
CD4*. Outros tipos celulares tém acOes efetoras capazes de ocasionar as lesoes.
Uma das mais bem definidas na esclerose multipla é o linfécito T expressando CD8,
chamado de citotoxico. Ele tem a freqiéncia aumentada nas lesdes ocasionadas
pela doenca, ultrapassando a das células T CD4*. Sua acdo € dependente da
secrecdo de perforinas e granzinas e da citocina IFN-y. Possui uma capacidade
muita alta de proliferacdo sob a estimulacdo antigeno-especifica, e é encontrada em
grande quantidade nas proximidades de oligodendrécitos e axdnios desmielinizados
(FRIESSE; FUGGER, 2009). Outro tipo celular, o linfécito B, também €& importante
na doenca. Em seu estado ativado, quando ele € chamado de plasmdcito, € mais
comum na fase crbnica e, em alguns pacientes, imunoglobulinas e componentes do
sistema complemento, ambos relacionados com a resposta humoral, predominam
nas lesdes (LASSMANN; BRUCK; LUCCHINETTI, 2007).

A imunidade inata também é muito importante para a imunopatologia da
doenca. A micrdglia, que corresponde a cerca de 10% a 20% das células da glia, é
considerada como um tipo de macréfago residente do sistema nervoso central. Essa
célula promove a apresentacdo de antigeno e produz citocinas pré-inflamatdrias,
além de estar envolvida na fagocitose da mielina degradada e de promover a
desmielinacdo de neurbnios. Outras células da imunidade inata também tém relativa
importancia na esclerose mdltipla, como as células NK (natural killer), linfécitos T
NK, mastocitos e linfécitos T portando o TCR do tipo y5 (cujos mecanismos de agéo
diferem daqueles utilizados pelos linfocitos T convencionais expressando o TCRaf)
(GANDHI; LARONI; WEINER, 2010).

E importante ressaltar que existem varios mecanismos imunorreguladores no
organismo que contribuem para a manutencdo da homeostasia, evitando as
respostas imunes desreguladas, como as causadoras dos acometimentos
autoimunes. Neste estudo, os mais relevantes sdo os chamados processos ativos,
em que € justamente uma resposta reguladora (e ndo a Imunossupressao) a
promotora da saude para o individuo. Nesse contexto, destacam-se entao as células
conhecidas como reguladoras, principalmente os linfocitos T CD4*. O tipo mais

conhecido (chamado de Trg é a que expressa o fator de transcricdo Foxp3
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(Forkhead box P3). Este € associado com a expressao de varios genes, entre eles o
da citocina anti-inflamatéria IL-10, e de moléculas como CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4), um potente regulador negativo da resposta imune celular
(FONTENOT et al, 2005).A célula Treg natural (nTreg) Se diferencia no timo a partir de
interacOes de alta avidez entre seu TCR e antigenos apresentados por MHC-II, e

expressa o CD25, a cadeia a do receptor da citocina IL-2.

Outro tipo de linfécito T regulador € chamado de célula Treg induzida (iTreg),
gerada na periferia (6rgdos linféides secundarios, mucosa intestinal e tecidos
inflamados). A sua geracao requer uma combinacdo de citocinas, como IL-2 e TGF-
B, bem como uma coestimulagado adequada da molécula CTLA-4 (LAFAILLE, M.A.C;
LAFAILLE, J.J, 2009). O acido retindico (RA), um metabdlito da vitamina A produzido
por células dendriticas CD103+ da mucosa intestinal, pode potencializar esse
processo. Ao contrario, a presenca de IL-6 em um meio rico em TGF- leva a
inducdo de células com fenétipo Th17. Um ambiente rico em IL-6 e &cido retindico
favorece a geracédo de células T reguladoras, e ndo Th17 sugerindo que o RA tem a
capacidade de inibir a diferenciacao de linfocitos Th17 (MUCIDA, 2007; COOMBES
et al, 2007). A vitamina D também foi descrita como potencializadora na geracao
dessas células reguladoras, e até mesmo como possivel fator de prevencdo a
esclerose mdltipla. A ligacdo desta (1,25 dihidroxi-vitamina D) ao seu receptor
nuclear € capaz de modular células dendriticas que induzem a expressao de Foxp3
em linfécitos T CD4+ tornando-os capazes de atividades reguladoras (PENNA et al,
2005). Em concerto com esses dados, ha relatos de uma correlagdo positiva entre
os niveis de vitamina D e a atividade de células T reguladoras em pacientes com
esclerose multipla (SMOLDERS et al, 2009; CORREALE; YSRRAELIT; GAITAN,
2009).

O grupo de Howard Weiner descreveu, ha alguns anos, um novo tipo de
célula T reguladora produtora preferencial de TGF-B, denominado de Th3. As células
Th3 secretam TGF- e, em menor proporc¢éo, IL-10 (CHEN et al, 1994, WEINER,
2001b). Além disto, essas células ndo expressam o fator de transcricdo Foxp3, mas
sao capazes de induzir a diferenciacdo de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ quando
transferidas para camundongos (CARRIER et al, 2007). A ag&o imuno-reguladora da

citocina TGF-p ja foi demonstrada em varios modelos experimentais de doencgas e
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ela tem sido implicada nos mecanismos desencadeadores da tolerancia oral (FARIA;
WEINER, 2006a, WEINER et al, 2011). Mais recentemente, Nakamura e
colaboradores descreveram células T CD4+ portadores da forma de membrana de
TGF-$ e a importancia dessas células na imuno-regulacdo da colite experimental foi
demonstrada por mais de um grupo (NAKAMURA,; KITANI; STROBER, 2001; OIDA
et al, 2003). Essa célula é caracterizada pela expressado da forma latente da citocina
TGF-B em sua membrana (associada ao peptideo LAP, latency associated peptide),
gue posteriormente tem sua porcdo ativa clivada e secretada para o meio.
Interessantemente, as células T CD4+LAP+ também expressam a enzima capaz de
clivar o LAP ativando o TGF- de membrana (OIDA et al, 2003). A ligacdo entre as
células Th3 anteriormente descritas e o novo tipo celular expressando LAP na
superficie ainda nédo € clara, mas tem sido proposto que as células T CD4+LAP+
seriam progenitoras das células Th3 (WEINER et al, 2011). Esses tipos de célula
reguladora tém sua funcéo mediada, portanto, pela secrecdo de citocinas tais como
TGF-B e IL-10, enquanto as T reguladoras classicas também podem induzir inibicao
por contato. Além disso, as células T CD4+LAP+ podem ou nao apresentar
marcadores das células Treg, como CD25 e Foxp3 (OIDA et al, 2003).

1.6 A encefalomielite autoimune experimental

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é o modelo mais utilizado
para representar reproduzir, em varias espécies de animais, 0s aspectos
imunopatoldgicos da esclerose multipla em humanos. Entretanto, por se tratar de um
modelo experimental, algumas defasagens e imperfeicoes existem. (HART; GRAN;
WEISSERT, 2011).

Esse modelo experimental é induzido através da imunizagdo de
camundongos ou ratos com antigenos encefalitogénicos presentes na bainha de
mielina, na presenca de adjuvantes. O antigeno escolhido e a forma como as
manifestagbes ocorrem dependem da linhagem do animal. Em camundongos, os
dois modelos mais freqientemente usados sdo o de relapso-remissdo, em que a
linhagem SJL é imunizada com o antigeno PLP (peptideo 139-151 da proteolipid
protein), e o crbnico, com a imunizacdo através da MOG (peptideo 35-55 da
myelin oligodendrocyte glycoprotein), em que uma fase de manifestagdes brandas é

sucedida por um agravamento, cujo pico ocorre cerca de duas semanas apos a
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imunizacdo e tem duracdo de alguns dias. Posteriormente uma melhora incompleta
dessas manifestacdes € observada e essa remissao mantida por um periodo longo
(HART; GRAN; WEISSERT, 2011).

Por meio da EAE, varios tratamentos imunoterapicos foram desenvolvidos e
transferidos com sucesso para humanos com a esclerose mdultipla. Dentre eles estédo
0 acetato de glatiramer, o Natalizumab, a mitoxantrona e o fingolimod. Entretanto,
esses exemplos sdo mesclados com outros que nao foram tdo eficazes ou
apresentaram efeitos colaterais ainda maiores, como o anticorpo anti-CD40L, cujo
uso foi interrompido apos a observacdo de complicacdes tromboembodlicas; o TNF-a
(tumor necrosis factor-a), que acabou induzindo uma sintomatologia semelhante a
da propria esclerose multipla; e o anticorpo que bloqueia uma subunidade comum as
citocinas IL-12 e IL-23, que ndo apresentou eficacia no tratamento. Essa distancia
entre a EAE e a doenca em humanos torna importante o estudo de algumas
diferencas imunopatologicas entre a esclerose multipla e seu modelo experimental
(HART; GRAN; WEISSERT, 2011).

E importante ressaltar que a EAE é comumente estudada em camundongos
ou ratos de determinadas linhagens especificas, normalmente isogénicos
(consanguineos), e muitas vezes em condi¢cdes ndo encontradas na natureza, como
em ambientes livres de patdgenos especificos. No modelo em que a MOG é
utilizada na imunizacdo de camundongos da linhagem C57BL/6, o tipo de resposta
imunoldgica mais relevante para o desencadeamento das manifestacdes é a Thl7.
Em animais deficientes para essa citocina (IL-17), a doenca € dificilmente induzida,
bem como anticorpos que a blogueiam impedem que ela seja desencadeada. Ao
contrario, anticorpos bloqueadores da citocina IFN-y, e a deficiéncia de uma
subunidade especifica da IL-12 (ambas as citocinas séo tipicas de uma resposta
Thl), acabam por agravar a doenca. O IFN-y parece atuar inibindo o surgimento de
células produtoras de IL-17, polarizando a resposta para um perfil Thl (KOMIYAMA,
et al, 2006).

Um tipo celular muito importante na EAE é o neutrofilo. Ele é recrutado pela
alta producao de IL-17 durante a EAE, que induz fatores quimiotaticos importantes
(STROMNES et al, 2008). Do periodo inicial da doenca até o auge das

manifestagdes, os neutrofilos vdo mudando sua distribuicdo no sistema nervoso
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central, passando das areas perivasculares e meninges para as regides
parenquimais. Eles atuam via enzimas proteases, peptideos antimicrobianos e
radicais reativos de oxigénio liberados de seus granulos intracelulares (WU et al,
2010)

1.7 Tolerancia oral

Uma das maneiras mais eficientes para se obter a tolerdncia imunoldgica
periférica € através da tolerancia oral. A tolerancia natural consiste nos mecanismos
gue o0 organismo possui, geralmente gerados a partir do timo, para manter a
homeostasia e evitar uma resposta imune desregulada contra o proprio, prevenindo
assim doencas autoimunes (FARIA; WEINER, 2006b). Nesse contexto, a mucosa
intestinal apresenta-se como um ambiente propicio (de alguma maneira analogo ao
do timo) para permitir a inducdo e manutencdo da tolerancia imunoldgica a
antigenos que sejam apresentados pela via oral. A utilizagdo da via da mucosa
intestinal para a indugdo de tolerancia, portanto, € denominada tolerancia oral. O
termo foi utilizado pela primeira vez nos anos 70, sendo classificado como uma
supressdo especifica da imunidade humoral e/ou celular para antigenos

administrados pela via oral (VAZ et al, 1977).

A mucosa intestinal possui a maior area do organismo em contato direto com
0 meio ambiente. Trata-se de uma Unica camada de células epiteliais absortivas,
fazendo a interface entre o limen (ambiente externo) e a lamina prépria (ambiente
interno). Dessa perpectiva, pode-se inferir que a anatomia da mucosa intestinal néo
€ propicia para que ela aja como uma barreira estrita, mas sim para funcionar de
forma a permitir a absorcao de nutrientes, e concomitantemente abrigar trilhGes de
microorganismos comensais. A microbiota, bem como os cerca de 30 Kg de
proteinas ingeridos em média por individuo durante um ano, constituem as principais
fontes de antigenos que o GALT (gut associated lymphoid tissue) entra em contato.
Somente um local com caracteristicas fisioldgicas e imunoldgicas tdo peculiares
pode conviver com essa vasta gama de antigenos em condi¢cdes tolerogénicas
(REIS. MUCIDA, 2011; WEINER et al, 2011).

O tecido linféide associado a mucosa intestinal € complexo, com 6rgaos

linféides secundarios e células organizadas de uma maneira peculiar. No intestino,
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sdo encontrados os linfonodos mensentéricos (0s maiores do organismo). Eles
fazem um intercambio entre o GALT e a circulacdo periférica e sdo sitios importantes
para a expansdo de células T reguladoras e para a inducdo de tolerancia oral
(WORBS et al, 2006, SCHULZ et al, 2009, PABST; MOWAT, 2012). Uma populacao
interessante de células, os linfécitos intraepiteliais (IEL, intraepithelial lymphocytes),
sdo em grande parte CD8*, e varios expressam o receptor de célula T mais
incomum, o TCR yd. Os IELs contribuem para manter a homeostasia do GALT.
Aparentemente, eles podem participar tanto de fendémenos fisiologicos reguladores
como a tolerancia oral (KE et al, 1997, KAPP et al, 2004) como também nas
respostas imunes anti-infeciosas limitando a disseminacdo de microorganismos
(HAYDAY et al, 2001). Ja a lamina propria contém células B e T com uma frequéncia
similar a encontrada nos 6rgaos linféides periféricos, e esses linfocitos B, uma parte
deles da subpopulacdo de células B1, produzem grande quantidade da
imunoglobulina A secretdria (slgA) (REIS; MUCIDA, 2011; WEINER et al, 2011). A
slgA é produzida por células estimuladas por alguns fatores importantes,
principalmente o TGF-B. Entretanto, o 6xido nitrico produzido por células dendriticas
da mucosa, bem como a citocina APRIL e o acido retindico, também contribuem
para esse processo (MORA; VON ANDRIAN, 2008).

A inducdo de uma resposta imune na mucosa ocorre quando os antigenos
tém acesso a ela. Isso pode ocorrer através de algumas vias, como através das
células M associadas as placas de Peyer (agregados linféides macroscépicos
presentes no intestino delgado), das células epiteliais colunares ou de algumas
células dendriticas especializadas, que estendem suas projecdes para o limen e
capturam antigenos, sem causar danos as juncdes intercelulares do epitélio
(WEINER et al, 2011).

De modo geral, diz-se que a entrada de altas doses do antigeno na mucosa
induz uma tolerancia mediada primariamente por anergia ou delecdo, enquanto o
contato com pequenas doses induz uma tolerancia mais ativa, através de células T
reguladoras (FARIA; WEINER, 2005). Nesse Ultimo caso, experimentos em animais
tém demonstrado que a ingestao continua de antigeno, em detrimento de ingestdes
Unicas, periédicas ou induzidas (gavagens) € mais eficiente para a inducdo da

tolerancia oral (FARIA et al, 1998), como no caso da inducdo da toleréncia a
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ovalbumina (OVA) e a proteina MBP (myelin basic protein), em que esse mecanismo
mostrou ser o mais eficiente para aumentar niveis de IL-10 e TGF-.f (FARIA et al,
2003)..

A toleréancia oral tem sido utilizada com sucesso em diversos modelos
experimentais. Em estudos sobre artrite, colite, aterosclerose e diabetes, a ingestéo
de determinados antigenos, justamente aqueles responsaveis por induzir uma
resposta patolégica (visto que sdo doencas autoimunes), previnem as
manifestacfes, quando o organismo € posteriormente desafiado com esse mesmo
antigeno, por outra via (FARIA; WEINER, 2006b). No caso da EAE, os primeiros
resultados obtidos com sucesso foram em 1988, com o antigeno MBP, em ratos de
Lewis (KHOURY et al, 1990; BROD, et al 1991). Posteriormente, outras linhagens e
antigenos foram testados. No caso da MOG, sua ingestdo anteriormente a
imunizacdo de camundongos C57BL/6 promove uma reducéo da resposta Thl7,
responsavel pelo desencadeamento da doenca, bem como de outras citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias, impedindo, assim, as manifestacdes da EAE (PERON
et al, 2010).

1.8 As proteinas de choque térmico

Embora os principais antigenos alvo envolvidos no desencadeamento da
resposta de linfocitos T presente na EAE e na esclerose multipla ja tenham sido
descritos, existem outras moléculas importantes que sao liberadas durante os
eventos inflamatérios e que podem ser alvos terapéuticos importantes para o
tratamento dessas doencas inflamatérias cronicas. A classe de proteinas conhecida
como proteinas de choque térmico € um desses casos. As proteinas de choque
térmico possuem seus genes codificantes altamente conservados sendo
encontrados em todas as espécies pesquisadas até hoje. Tais genes, bem como
seus produtos, sdo classificados em familias de acordo com a homologia nas
sequéncias e tamanho molecular. Portanto, as Hsps (heat shock proteins) séo
denominadas HSP 10, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100, entre outras (FEDER,
HOFMANN, 1990).

As HSPs funcionam como chaperonas moleculares, e tem sua acao

aumentada em condicdes de estresse celular, como o aumento da temperatura, o
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que justifica sua nomenclatura. Ao interagirem com proteinas que nao estao
apresentando sua conformacédo nativa, reduzem a probabilidade dessas exercerem
efeitos inadequados sob outras proteinas. Esse mecanismo pode acontecer de
varias maneiras, sendo as HSPs capazes de manter seus ligantes na forma dobrada
ou desdobrada; participar da entrada e saida de elementos da célula; minimizar a
agregacao de proteinas nao nativas, bem como ligar-se a proteinas ndo nativas ou
agregados para posterior degradacdo e remocao da célula (FEDER; HOFMANN,
1990).

Das propriedades mais interessantes das HSPs podemos citar as envolvidas
com as respostas imunoldgicas do organismo. A propria funcdo de chaperona
confere a essas proteinas caracteristicas importantes no contexto imunoldgico,
porque elas podem se ligar a peptideos antigénicos produzidos no citosol e
transporta-los até a fenda do MHC-I, além de promover a apresentacao cruzada, em
que peptideos séo levados por ela para fora da célula, e o complexo chaperona-
epitopo é apresentado pelo MHC-I (TSAN; GAO, 2009).

A HSP60 é uma das proteinas de choque térmico mais estudadas,
principalmente no que diz respeito a sua relagdo com o sistema imune. Em
condicdes de stress, grande quantidade dela é encontrada em forma solavel, no
sangue, afetando o sistema imunolégico de diversas maneiras. O HSP60 por si s6 é
capaz de sinalizar com receptores da imunidade inata, como o TLR4 (Toll like
receptor 4) de macrofagos, células dendriticas e monécitos, sendo que esses
altimos passam por maturacdo e ativacdo apos a sinalizacao induzida pelo HSP60,
resultando na producado de citocinas pré-inflamatérias (QUINTANA; COHEN, 2010).
Ao contréario, a ligacdo de TLR2 dos linfécitos T reguladores pela HSP60 leva ao
aumento da capacidade reguladora dessas células, pois elas tornam-se mais
eficientes na inibicdo da secrecdo de TNF-a e IFN-y pelas células efetoras (nesse
caso, consideradas como nao regulatérias), e as proprias células reguladoras
passam a expressar niveis mais elevados de IL-10 e TGF-B (ZANIN-ZHOROQV et al,
2006).

A acdo das proteinas de choque térmico no sistema imune pode em parte ser
explicada pelo fato delas serem antigenos imunodominantes, como proposto por
[run Cohen (COHEN; YOUNG, 1991). Atraves de uma teoria denominada
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“Homunculus imunolégico” (fazendo referéncia ao homunculus neurolégico, em que
o0 corpo humano é representado proporcionalmente a importancia que cada parte
tem para o sistema nervoso), esse autor propfe que alguns antigenos proprios
seriam 0s principais responsaveis pela organizagdo estrutural do sistema
imunologico. Dentre tais antigenos estdo, portanto, as proteinas de choque térmico,
por serem altamente presentes no organismo, tanto em condi¢des fisiologicas
quanto de estresse, além de serem muito presentes no contexto de apresentacéo
antigénica no timo. O organismo saudavel, portanto, € povoado com células T e B
reativas a antigenos préprios, entre eles as HSPs (COHEN, 2007). Dentre essas
células, destacam-se as T reguladoras, sendo muitas delas naturais e formadas no
timo. Esse processo é dependente do fator de transcricdo AIRE (autoimmune
regulator), que regula a expressdo e apresentacdo de antigenos pelas células
medulares do epitélio timico (ASCHENBRENNER et al, 2007). Tais propriedades
imunologicas das proteinas de choque térmico as tornaram objetos de estudos em
varios modelos de doencas, principalmente as autoimunes. Resultados positivos
foram alcangados em modelos de artrite, aterosclerose, asma, diabetes tipo |, entre
outros, quando a HSP60 foi administrada por diversas vias (oral, nasal,
intraperitoneal e subcutanea), dependendo do modelo (COELHO; FARIA, 2012).

1.9 Justificativa

As proteinas HSPs, por terem significativas a¢cdes no sistema imunoldgico e
terem um carater tolerogénico relevante (citado anteriormente), tornaram-se boas
candidatas para serem usadas em experimentos de tolerancia oral. Isso foi realizado
com sucesso em experimentos de artrite induzidas com adjuvantes em ratos
(COBELENS et al, 2002) e aterosclerose em camundongos (MARON et al, 2002).

Nesses casos, foi utilizado a HSP65, que corresponde a proteina microbiana

homdloga a HSP60 de mamiferos.

Mais recentemente, o grupo do Laboratério de Imunobiologia da UFMG,
utilizou-se da proteina HSP65 para a inducéo de tolerancia oral, em um modelo de
EAE em animais C57BL/6, imunizados posteriormente com MOG (REZENDE et al,
2012). Nesse estudo, a HSP65 foi ministrada através de uma bactéria gram-positiva
da cepa Lactococcus lactis, contendo um plasmideo codificador da HSP65 (com

uma composicao idéntica a de Mycobacterium leprae). Dessa forma, a proteina é
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expressa e secretada para o meio extracelular, em um sistema induzido através de
xilose, e através da via oral, chega diretamente ao intestino. Essa metodologia traz,
portanto, os beneficios da tolerancia oral induzida por pequenas doses, e ainda evita
a necessidade de isolar, purificar e armazenar essa proteina. A outra vantagem € a

producdo em escala continua de HSP65 livre de endotoxina.

Esse trabalho anterior do nosso grupo elucidou alguns mecanismos pelos
quais o HSP65 produzido pelo Lactococcus lactis induz a tolerancia oral e previne as
manifestacbes da EAE. Foram focados principalmente os o6rgaos linféides, com
medidas de citocinas e estudo fendétipo de células T durante o desenvolvimento da
EAE, entre outros. Este trabalho de mestrado € uma continuagédo do estudo anterior
gue tem como objetivo entender melhor a acédo inibitéria da administracdo oral de
HSP65 nos eventos inflamatérios que ocorrem no sistema nervoso central (medula
espinhal), o 6rgdo mais acometido nesse caso. Acreditamos que esse entendimento
é fundamental para que posteriormente novos conhecimentos sejam adicionados as

praticas clinicas vigentes e a propria pesquisa basica na area da imunologia.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar os mecanismos imunolégicos desencadeados na medula espinhal
envolvidos na modulacdo da EAE pela administracdo oral do Lactococcus lactis
produtor de HSP65.

2.1 Objetivos especificos

e Confirmar, através do indice macroscopico, se o HSP65 preveniu as
manifestacdes da EAE;

e Avaliar o infiltrado inflamatério na medula espinhal de animais tratados com
HSP65;

e Visualizar a migracao de leucécitos para a medula espinhal, quantificando a
chegada de células e correlacionando ao indice macroscopico;

e Estudar o fendtipo das células T reguladoras presentes na medula espinhal;

e Estudar variaveis envolvidas na migracdo de leucOcitos para 0 sistema

nervoso central, avaliando receptores de quimiocinas e algumas integrinas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) da UFMG, enquanto os camundongos C57BL/6 Foxp3-GFP
(green fluorescence protein) knock-in foram gentilmente doados pelo Dr.Howard L.
Weiner (Center for Neurologic Diseases e Brigham and Women’s Hospital, Boston,
MA, USA). Foram utilizados animais machos e fémeas, entre 6 e 8 semanas de vida,
mantidos em gaiolas coletivas durante o experimento. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimetacdo Animal (CETEA) da
UFMG.

3.2 Desenho experimental

Animais C57BL/6 ou C57BL/6 Foxp3-GFP, machos e fémeas, entre 6 e 8
semanas de vida, receberam por via oral ad libitum durante 5 dias agua,
Lactococcus lactis contendo plasmideo extra ndo codificante (cepa utilizada apenas
para a obtencdo de parametros histolégicos) e Lactococcus lactis com plasmideo
extra produtor de HSP65. O meio contendo a bactéria foi trocado diariamente. Dez
dias apds o final do tratamento oral, os animais foram imunizados para a inducéo da
EAE. Por fim, em dias especificos apds a imunizacao (4, 10 e 14) foram sacrificados
para a realizacdo de andlises histologicas, microscopia intravital e obtencdo de
células para citometria de fluxo. O desenho experimental ocorreu conforme

demonstrado na figura 1.

Pertussis
Dias e
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— l | |
Administragdo oral de Sacrificio
agua, L /actis n&o Indugéo de EAE-
codificante ou L lactis CFA+MOG+Toxina
produtor de HSP65 pertussis

Figural: Desenho experimental
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3.3 Obtencéao das linhagens bacterianas

As cepas utilizadas nesse trabalho foram obtidas e geneticamente
modificadas em colaboragdo com o Dr. Anderson Miyoshi, do Departamento de
Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, conforme descrito por
Azevedo e colaboradores (AZEVEDO, M.S et al, 2012). O L.lactis NCD02118 teve
adicionado um plasmideo codificador de HSP65 (pXyIT:SEC:Hsp65) ou um nao
codificante (pXyIT:SEC). Foi utilizado um sistema da expressdo do plasmideo
através de xilose e a proteina produzida é idéntica a de Mycobacterium leprae. Foi
estimado por Western Blotting que L. lactis pSEC (produtor de HSP na forma
secretada) produz 7ug/mL de Hsp65, apds inducdo de crescimento da cepa e da
expressdo do plasmideo, como descrito no proximo item. Além disso, a HSP65
produzida por L. lactis é livre de LPS.

3.4 Crescimento das cepas e inducdo da expressao do plasmideo

O processo de crescimento das cepas bacterianas com posterior inducéao da

proteina pelo plasmideo foi realizado em dois dias, com duracéo total de 42 horas.

Primeiro dia: colonias individuais de L.lactis NCDO2118 abrigando os vetores
pXyIT:SEC:Hsp65 ou pXyIT:SEC foram cultivadas em meio M17 (Difco), com a
adicao de 0,5% de glicose e 10 pg/mL do antibiético cloranfenicol (Sigma). O meio

de cultura com as cepas foi mantido em estufa a 30°C, sem agitacéo, por 18 horas.

Segundo dia: As culturas crescidas overnight foram diluidas (1:10.000) em 10 mL
de XM17. Xilose a 1%, utlizada para induzir a expressdo do plasmideo
geneticamente modificado, foi adicionada tanto na cepa contendo pXyIT:SEC:Hsp65
gquanto na que continha pXylT:SEC, para melhor controle do experimento.
Adicionou-se também 10 ug/mL de cloranfenicol (Sigma). O meio de cultura cepa foi
mantido em uma estufa a 30°C, sem agitacao, por 24 horas.

3.5 Administragdo do Lactococcus lactis por via oral

Apés a inducdo da expressdo de HSP65 pelo plasmideo geneticamente
modificado, os meios de cultura contendo o L.lactis, com ou sem HSP65 no

sobrenadante, puderam entdo ser administrados por via oral. Foram acondicionados
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em mamadeiras de vidro estéreis e o procedimento foi feito por 5 dias consecutivos,
com as mamadeiras sendo trocadas diariamente. Como cada animal ingeriu em
média 5ml da cultura por dia, contendo aproximadamente 7ug/mL de HSP65 no
sobrenadante, foi estimada uma ingestdo diaria de 35ug da proteina. Entretanto,
como bactérias vivas sdo administradas, uma quantidade significativa provavelmente
pode chegar ao trato gastrointestinal em condi¢cdes de liberar a proteina, o que
permite supor que a quantidade real da HSP65 que chega & mucosa intestinal do

animal é maior que a calculada.

3.6 Inducéo da encefalomielite autoimune experimental

Passados 10 dias do ultimo dia do tratamento oral, a EAE foi induzida.
Camundongos C57BL/6 e C57BL/6 Foxp3-GFP foram imunizados na base da
cauda, subcutaneamente, com 100ug do peptideo proveniente da MOG (myelin
oligodendrocyte glycoprotein), chamado MOGssss (Proteimax), sequéncia
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK. O peptideo foi injetado em uma emulsdo de
adjuvante completo de Freund (CFA, complete Freund adjuvant) contendo 4mg/mi
de Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco). No dia da imunizacdo e 48 horas
apos, foi injetada intraperitonealmente uma solucdo contendo 300ng de toxina

pertussis (Sigma).

3.7 indice macroscopico

O indice macroscépico (indice clinico) foi realizado do 1° até o 14° dia apds a
imunizacao, tanto nos animais C57BL/6 quanto nos C57BL/6 Foxp3-GFP. Consiste
de analises de parametros clinicos, em que as manifestacdes da doenca foram
observadas, classificadas e quantificadas. Dessa forma, teve-se que: 0 pontos
correspondeu a nenhuma manifestacado da EAE; 0,5 (paralisacao parcial da cauda);
1 (paralisacdo da cauda ou mudanca no padrao da caminhada); 1,5 (paralisacéao
parcial da cauda e mudanca no padrdo da caminhada); 2( paralisia da cauda e
mudanc¢a no padrédo da caminhada); 2,5 (paralisia parcial de uma pata); 3 (paralisia
de uma pata); 3,5 (paralisia de uma pata e paralisia parcial de outra). 4 (paralisia
completa das patas traseiras); 4,5 (paralisia completa das patas traseiras e parcial

das dianteiras); 5 (animal praticamente sem movimento).
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3.8 Histologia

As medulas espinhais dos animais tratados com agua, L.lactis com plasmideo
nao codificante ou L.lactis produtor de HSP65 foram extraidas nos dias 4 e 14 ap0s
a imunizacdo. A fixacdo foi através de uma solucdo contendo 20% de
dimetilsulféxido e 80% de metanol, por 6 dias a -80°C, e 24 horas a -20°C. A medula
espinhal foi entdo acondicionada em Paraplast®, sendo que pedagos de 5um foram
cortados e corados com hematoxilina e eosina. As seccfes foram avaliadas quanto
as modificacdes histopatoldgicas, como infiltrado inflamatorio e lesdes na substancia
branca. Foi utilizado um microscépio 6tico (Olympus BX41) e uma camera (Moticam
2500) para a obtencéo das imagens. Para a quantificacdo das células, fez-se uso do
programa ImagedJ, em que campos de visdo de cortes histolégicos representativos

foram analisados.
3.9 Extracéao de células para citometria de fluxo

Os 6rgéaos linféides secundarios analisados nesse trabalho (baco e linfonodos
mesentérico, inguinal e cervical) foram extraidos em dias especificos apds a inducéo
da EAE. As suspensfes das células foram homogeneizadas e centrifugadas a
1200rpm por 10 minutos sob refrigeracdo a 4°C. A lise de hemacias do baco foi feita
com PBS 10X diluido 1:10 em &gua. Posteriormente, as células foram novamente
centrifugadas e ressuspendidas em RPMI 1640 (GIBCO BRL) acrescido de 10% de
soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 20 pg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM
de HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri) e 50uM de B-mercaptoetanol (Amersham
Pharmacia Biotech), pH 7,2. As células foram contadas no microscopio Optico, com

camara de Neubauer.
3.10 Obtencéao de células mononucleares da medula espinhal

Para a obtencado das células da medula espinhal, esta foi extraida de maneira
cuidadosa e cortada em pequenos pedacos, que foram colocados em tubos cénicos
contendo 3 ml meio RPMI 1640, completados com 10% de soro fetal bovino, 2 mM
de L-glutamina, 20 pg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES e 50uM de
B-mercaptoetanol, além de 1,5mg/ml da colagenase tipo IV (Sigma). Esses tubos
foram submetidos a agitacdo lenta a 37°C, por 20 minutos, sendo posteriormente

adicionados mais 2 ml de meio completo, com 1,5mg/ml de colagenase. Apds
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ficarem mais 20 minutos sob agitacdo, as amostras foram homogeneizadas,
transferidas para tubos conicos de 50 ml e 45 ml de meio completo foi adicionado. A
lavagem foi feita com centrifugacdo a 1200rpm, por 5 minutos, a 4°C, com descarte
do sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com 3ml de Percoll 35%, e
posteriormente foi adicionado 3ml de Percoll 65%, cuidadosamente. As amostras
foram entdo centrifugadas por 30 minutos, a 2000rpm, 4°C. O anel formado entre as
duas camadas de Percoll corresponde as células mononucleares. Este foi retirado,
transferido para outro tubo conico e lavado com adicdo de 10ml de meio completo e
centrifugacdo por 10 minutos, a 1200rpm, 4°.C O precipitado foi ressuspendido em
0,2ml de meio completo, e assim as células foram contadas no microscopio o6tico,

com camara de Neubauer.
3.11 Citometria de fluxo

Células isoladas dos orgaos foram plagueadas em uma quantidade
aproximada de 1x10°. Em seguida, foram adicionados 25ul por poco do coquetel de
anticorpos monoclonais anti-marcadores fenotipicos conjugados com FITC
(fluoresceina), PE (ficoeritrina), Cy5 (Cy-chrome), PerCP Cy5.5, Alexa Fluor 647 ou
biotina. = As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C, no escuro.
Posteriormente, elas foram lavadas com 100ul por pogo de PBS-BSA-NaNs e
centrifugadas a 1200 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e, entdo, o
procedimento de lavagem foi novamente repetido. Posteriormente, as células
marcadas com anticorpo biotina foram submetidas a uma nova incubacdo (30
minutos) com estreptavidina APC (aloficocianina) e lavadas mais 2 vezes, conforme
descrito. Finalmente, as células marcadas foram ressuspendidas em 200ul de
solucéo fixadora (0,5% de formaldeido em PBS1X) e mantidas a 4°C, no escuro até

o dia seguinte.

No caso da marcacao do Foxp3, é necessaria a permeabilizacdo das células.
Apds a primeira etapa, foi utilizado o kit de permeabilizacdo comercial (e-Bioscience)
e em seguida as amostras foram incubadas por mais trinta minutos com anticorpo
anti-foxp3- PE de camundongo. Apos as lavagens com PBS-BSA-NaNs, as amostras
foram fixadas com paraformaldeido 0,5% e armazenadas a 4°C para leitura no

citbmetro.
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Os anticorpos utilizados foram: anti-CD4 (FITC); anti-Foxp3 (PE); anti-LAP
(PE); anti-CD4 (Cy5); anti-CD183 (CXCR3) (PerCP Cy5.5); anti-CD196 (CCR6)
(Alexa 647); anti-CD49d (biotinilado); anti-CD11a (biotinilado); Estreptavidina (APC).
A leitura foi feita usando o FACScan ou FACScalibur (Beckton Dickinson, Mountain

View, California), e as analises através do programa FlowJo (Tree Star Inc).
3.12 Microscopia intravital

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de 0,1ml de
solucéo contendo 1,7mg do anestésico cloridrato de quetamina misturado a 0,33mg
do relaxante muscular 2-(2,6-xilino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) diluidos em
tampdo fisioldgico. Apos a confirmacédo de que ndo respondiam mais aos estimulos
causadores de dor, os camundongos foram colocados em uma placa de vidro que
recebia iluminacdo para aquecer o ambiente, mantendo-o a 37°C. Com cuidado,
foram feitos cortes na coluna vertebral, para permitir a exposicdo da medula espinhal
sem lesionar o 6rgdo. A regido do animal exposta era constantemente molhada com
um fluido artificial. Para a observagcédo dos leucdcitos nas vénulas pds-capilares da
medula espinhal, eles foram corados com rodamina 6G (Sigma), injetada
intravenosamente na cauda (em uma concentracdo de 0,05%, 0,15ml/camundongo).
Para a observacdo do rolamento celular, utilizou-se um microscopio (Nikon
Instruments Inc., Japan) equipado com uma fonte de luz fluorescente (150w), em
conjuncdo com um filtro (Zeiss, Wetzlar, Germany). A objetiva utilizada foi de 20x. A
camera intensificadora de luz (5100 HS; Panasonic, Secaucus, NJ) acoplada ao
microscopio projetou a imagem em um monitor de computador. Os vasos escolhidos
para a observacdo tinham diametro entre 40 e 60 um. Os leucdcitos em rolamento
foram considerados aqueles movendo-se com velocidade inferior as outras células
dentro de um determinado vaso, enquanto os aderentes aqueles que ficaram

estacionarios por mais de 30 segundos.

3.13 Analises estatisticas
O Teste t de Student foi utilizado para comparagdes entre dois grupos
experimentais. Em um unico caso, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA), com o

teste de Tukey, para calcular a significancia entre os grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da administracdo do L.lactis produtor de HSP65 no

desenvolvimento da EAE

Inicialmente, testamos o efeito da administracdo oral prévia do Lactococcus
lactis produtor de HSP65 no desenvolvimento das manifestacdes clinicas da EAE Os
parametros descritos na metodologia (item 3.7) foram utilizados para avaliar as
manifestacbes de EAE em camundongos C57BL/6 e C57BL/6 Foxp3-GFP. Como ja
foi demonstrado pelo nosso grupo que a administracdo oral de L.lactis com
plasmideo vazio ndo codificador de HSP65 € incapaz de prevenir a EAE (REZENDE
et al, 2012), utilizamos como controle apenas 0 grupo que recebeu &agua

anteriormente a imunizacao.
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Figura 2. Efeito do L.lactis produtor de HSP65 no desenvolvimento da EAE
Camundongos C57BL/6 e C57BL/6 Foxp3/GFP foram tratados com &gua (grupo “Agua+EAE”) ou
com L.lactis produtor de HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados
para a inducdo de EAE. Foram utilizados 14 animais no grupo Agua+EAE, e 15 no grupo
HSP65+EAE. O curso da EAE é demonstrado pela média do indice clinico de cada animal + padréo.

A significAncia da diferenca entre os grupos foi calculada pelo teste t de Student. * Representa
p<0,05; ** p<0,1; *** p<0,01.

O indice macroscopico foi realizado até o 14° dia apds a imunizacao,

momento em que ocorre o pico das manifestacdes de EAE. Demonstramos, entao,
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gue a ingestao continua de L.lactis produtor de HSP65 preveniu a EAE e que tais
diferencas foram observadas principalmente nos dias mais proximos ao pico da

doenca (figura 2).

4.2 Efeito do L.lactis produtor de HSP65 no infiltrado celular da medula

espinhal de camundongos com EAE

Utilizamos a analise histolégica para demonstrar se o tratamento com o
L.lactis produtor de HSP65 modifica os aspectos relativos a EAE na medula
espinhal. Nesse caso, utilizamos também um grupo de animais que receberam a
bactéria contendo o plasmideo ndo codificante, para avaliar se ela teria alguma
influéncia na composicdo celular do 6rgdo (embora o uso dessa bactéria como

tratamento ndo produza nenhum efeito no indice clinico da doenca).
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Figura 3: Efeito da administracdo do L.lactis produtor de HSP65 no infiltrado celular da medula
espinhal de camundongos com EAE

A-Seccdes transversais representativas da medula espinhal de animais C57BL/6, coradas com
hematoxila-eosina (HE).Camundongos C57BL/6 foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”), com
L.lactis portando o plasmideo nao codificante (“CT+EAE”) ou com L.lactis produtor de HSP65 (grupo
“HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a indugdo de EAE. (A) a:
substancia branca; b: substéncia cinzenta; c: éareas lesadas; setas: infiltrado inflamatorio.
Aumento:100x. (B) Numero de células contadas em um campo de visdo especifico das laminas de
medula espinhal, no 14° dia apds a imunizacdo. As barras correspondem as médias de 3 animais +
erro padrdo. A significancia das diferengas entre os grupos foram calculadas por ANOVA, com pos-
teste de Tukey. A média do grupo Naive é representada como uma linha para referéncia, ndo

interferindo na analise estatistica.

Observamos que 4 dias apdés a imunizacdo ndo havia nenhum sinal de
inflamacdo em nenhum dos grupos testados. Ja no 14° dia, apenas 0 grupo
HSP65+EAE ndo apresentou infiltrado inflamatério ou areas lesadas na medula
espinhal (figura 3.A). Uma contagem em um campo de visao definido (figura 3.B), no
14° dia, corrobora as observacdes feitas nas laminas histologicas, pois h4 uma
reducdo no numero de células apenas no grupo EAE+HSP65.

4.3 Efeito da adminstracao de L.lactis produtor de HSP65 no numero total de

células e de linfocitos em diferentes pontos apés a imunizacao

Como foi visto que o infiltrado inflamatério na medula espinhal € uma
condicdo fundamental para as manifestagbes da EAE, realizamos um estudo
cinético do numero total de células mononucleares (figura 4.A) e de linfécitos (figura
4.B) em diferentes pontos ap6s a imunizacao (4, 10 e 14 dias). Nesse estudo, as
células presentes na medula espinhal foram isoladas da medula espinhal e contadas
em camara de Neubauer e por citometria de fluxo. O 4° dia foi utlizado para
representar um possivel inicio da saida das células dos érgaos linféides secundarios
em direcdo a medula espinhal (REZENDE et al, 2012), o 14° dia para representar
um momento com maior infiltrado na medula espinhal (como visto nas histologias e
microscopia intravital), e o 10° dia corresponde a um periodo intermediario.
Procuramos correlacionar o nimero de células encontrado com o indice clinico da
doenca em cada grupo. Foram observadas diferencas maiores apenas no 14° dia

apos a imunizacao (embora ndo corroboradas pela estatistica, 0 que sera abordado
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na discussao), o que € respaldado pelo fato de ser o ponto em que os indices
clinicos diferem mais entre os grupos. Portanto, o fato do grupo HSP65+EAE possuir
menor quantidade de células mononucleares e de linfécitos na medula espinhal é

convergente com a prevencao da EAE que nos animais desse grupo.
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Figura 4: Efeito da administragdo de L.lactis produtor de HSP65 no numero de células na
medula espinhal em diferentes dias ap6s a imunizacéo

Camundongos C57BL/6 Foxp3/GFP foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis
produtor de HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a
inducéo de EAE. Nos dias 4, 10 e 14 ap6s a imunizagao, a medula espinhal foi retirada e processada
para a extracdo de células. As linhas correspondem as médias de pools (jungédo) de 5 animais por
grupo, em 3 experimentos independentes + erro padrdo. A analise estatistica foi feita pelo teste t de
Student. A média do grupo Naive é representada como uma linha para referéncia, ndo interferindo na
andlise estatistica. (A) Contagem das células feita através da camara de Neubauer, ap6s extracédo
das células mononucleares e coloragdo com eritrocina. (B) Contagem de linfécitos feita por citometria

de fluxo, apos andlise e separagéo (gate).

4.4 Efeito da administracdo do L.lactis produtor de HSP65 na migracédo de

leuctcitos para a medula espinhal

A microscopia intravital foi a metodologia escolhida para ajudar a entender o
motivo pelo qual o grupo que recebe o L.lactis produtor de HSP65 possui um menor
infiltrado inflamatorio. Visualizando e quantificando a entrada de células na medula
espinhal dos camundongos, procuramos entender se um nimero menor de células
encefalitogénicas chegam aos vasos que irrigam o 6rgao, ou se a diferencga principal

entre 0s grupos é a aderéncia e posterior entrada dessas células na medula.
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Figura 5: Quantificacdo da migracdo e aderéncia celular por microscopia intravital
Camundongos C57BL/6 foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis produtor de
HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a indugédo de EAE.
No 14° dia apds a imunizagdo,5 animais por grupo foram submetidos a analises por microscopia
intravital. Animais devidamente anestesiados foram mantidos vivos em uma placa de vidro, em um
ambiente aquecido a 37°C. Leucdcitos foram marcados por administracdo venosa de rodamina.
Vénulas po6s-capilares com didmetro entre 40 e 60um foram analisadas. Na figura A podem ser
visualizadas imagens representativas. Células foram consideradas rolando (B) ou aderentes (C)
conforme descrito na metodologia. As barras correspondem as médias de 3 animais + erro padrdo. A
significancia das diferencas entre os grupos foram calculadas pelo test t de Student. A média do
grupo Naive é representada como uma linha para referéncia, ndo interferindo na analise estatistica. *
Representa p<0,05. Obs: grupo HSP65+EAE néo diferiu do grupo Naive tanto no quesito rolamento
(p=0,3520) quanto na aderéncia (p=0,3791).

Observamos que os animais do grupo HSP65+EAE possuem um numero
menor de células rolando pelos vasos sanguineos, e também um nimero menor de

células aderindo neles (figura 5). Isso pode indicar que tanto processos envolvendo
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a saida das ceélulas dos orgaos linfoides e posterior chegada nas regides
perivasculares do sistema nervoso central, quanto fatores envolvidos na penetracao
delas nas meninges, séo alterados pela ingestdo do L.lactis produtor do HSP65. E
interessante mencionar que o efeito da tolerancia oral nesse caso faz com que o0s
parametros do grupo tratado ndo sejam diferentes estatisticamente dos animais nao

manipulados (ver legenda da figura 4).

4.5 Efeito da administracdo de L.lactis produtor de HSP65 na frequéncia das

células T reguladoras na medula espinhal

Partindo do principio que a obtencdo do numero absoluto de células na
medula espinhal ainda € um parametro que ndo explica o porqué da prevencédo da
EAE no grupo que recebe o L.lactis produtor de HSP65, procuramos obter a
frequéncia das células T reguladoras CD4* em diferentes momentos apés a inducéo
da doenca: 4 dias (figura 6.A), 10 dias (figura 6.B) e 14 dias (figura 6.C). Como ja
abordado anteriormente, tais células sdo fundamentais na manutencdo da

homeostasia do organismo, bem como na inducao do fenébmeno da tolerancia oral.
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Figura 6: Efeito da administracdo do L.lactis produtor de HSP65 na freqiiéncia de células T
reguladoras na medula espinhal

Camundongos C57BL/6 Foxp3/GFP foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis
produtor de HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a
inducdo de EAE. Nos dias 4, 10 e 14 ap6s a imunizacdo, a medula espinhal foi retirada e processada
para a extracdo de células.A freqiéncia das células T reguladoras foi calculada por analise de dados
obtidos por citometria de fluxo, com separacao de linfécitos dentro do total de eventos lidos, e de CD4
dentro do gate de linfécitos. Foram consideradas trés classes de células T reguladoras:
CD4*FOXP3*LAP-; CD4*FOXP3*LAP*; CD4*FOXP3-LAP*, sendo a frequéncia delas somada. As
barras correspondem as médias de pools (conjuntos) de 5 animais por grupo, em 3 experimentos
independentes + erro padrédo. A andlise estatistica foi através feita pelo teste t de Student. A média do
grupo Naive é representado como uma linha para referéncia, ndo interferindo na analise estatistica.
(A) Frequéncia de linfécitos CD4* reguladores 4 dias ap6s a imunizagéo. (B) Frequéncia de linfécitos
CD4* reguladores 10 dias apés a imunizacao. (C) Frequéncia de linfécitos CD4* reguladores 10 dias

apo6s a imunizagao.
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Em todos os momentos analisados, o grupo HSP65+EAE apresentou um leve
aumento da freqUéncia dessas células. No entanto, acreditamos que a significancia
estatistica desse aumento ndo pdde ser obtida devido ao erro padrdo alto.
Observamos uma variagao grande nos valores obtidos de cada animal que pode ser
devida as dificuldades da técnica (abordado na discussédo). Outra possibilidade que
explicaria essa alta variacdo seria o fato de existirem, na subpopulacéo das células
T CD4" reguladoras, alguns subtipos, sendo alguns provavelmente mais relevantes
que outros no controle da inflamagédo em diferentes momentos apés a indugcédo da

EAE (proximo item).

4.6 Estudo dos subtipos de células T reguladoras na medula espinhal

Recentemente, nosso grupo de pesquisa (Rezende e colaboradores) estudou
a influéncia do L.lactis produtor de HSP65 no modelo de EAE. A prevencao obtida
através desse tratamento oral foi atribuida em grande parte a modulagédo que ele
provocou nha frequéncia de células T reguladoras CD4* em 6rgéaos linfoides no 2° e
4° dias apo6s a imunizacdo. Demonstramos que células T CD4* que expressam 0
TGF-f na membrana (chamada aqui de LAP*), e dentre estas, as que n&o
expressam Foxp3, marcador tipico de uma célula T reguladora classica, estdo
particularmente envolvidas no efeito do L.lactis produtor de HSP65. O aumento da
frequéncia desse tipo celular (perfil Th3) pode estar associado com a mudanca no
padrdo de citocinas nesses mesmos 0Orgaos linféides, inibicdo da migracdo de
células encefalitogénicas para o sistema nervoso central e, consequentemente, com
a reducéo do indice clinico.

Nesse contexto, para averiguar se o perfil de células T reguladoras CD4* na
medula espinhal seria semelhante ao dos érgaos linféides, estudamos o fenétipo de
3 tipos delas, classificadas de acordo com a expressdao de Foxp3 e de LAP
(CD4*Foxp3*LAP-; CD4*Foxp3*LAP*; CD4*Foxp3'LAP*), nos dias 4, 10 e 14 apds a
imunizacao (figuras 7.A-7.1). Apenas no 14° dia apds a imunizacgéo, a freqiiéncia das
células CD4*Foxp3'LAP*no grupo tratado foi maior que a do ndo tratado.
Curiosamente, no 4° e 10° dia esse tipo celular estava reduzido no grupo tratado, em
detrimento de células CD4*Foxp3*LAP* (4° dia) e das células CD4*Foxp3*LAP- e
CD4*Foxp3*LAP* (10° dia), que tém a sua freqiiéncia aumentada. E interessante

ressaltar que, ao analisar apenas a frequéncia das células expressando LAP,
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independentemente da expressao de Foxp3 (figura 7.J) e vice versa (figura 7.L), ndo

houve reducdo em nenhum ponto. Tais resultados, bem como o fato deles nao

serem estatisticamente significativos, seréo analisados na discussao.
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Figura 7: Estudo do fenétipo das células T reguladoras na medula espinhal

Camundongos C57BL/6 Foxp3/GFP foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis
produtor de HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a
inducdo de EAE. Nos dias 4, 10 e 14 ap6s a imunizacdo, a medula espinhal foi retirada e processada
para a extracdo de células. O estudo do fendtipo das células T reguladoras foi realizado por anélise
de dados obtidos por citometria de fluxo, com separagédo de linfécitos dentro do total de eventos
analisados, e de CD4 dentro do gate de linfécitos. Foram consideradas trés classes de células T
reguladoras: CD4*FOXP3*LAP-; CD4*FOXP3*LAP*; CD4*FOXP3-LAP*, sendo obtida a frequéncia de
cada uma delas. As barras correspondem as médias de pools (conjuntos) de 5 animais por grupo, em
3 experimentos independentes + erro padrdo. A analise estatistica foi através do teste t de Student,
como indicado abaixo. A média do grupo Naive é representado como uma linha para referéncia, ndo
interferindo na analise estatistica. (A-C) Comparacédo das frequéncias de células T reguladoras 4 dias
apos a imunizacao -teste t de Student. (D-F) Comparacédo das frequéncias de células T reguladoras
10 dias apos a imunizacdo - teste t de Student. (G-I) Comparacgdo das frequéncias de células T
reguladoras 14 dias apos a imunizacao - teste t de Student. (J-L) Comparacéo das frequéncias de
células T reguladoras em todos os tempos analisados (4, 10 e 14 dias apos a imunizagdo) — test t de
Student realizado entre os dois grupos, dentro de cada tempo. (M-N) Plottings de citometria de fluxo

representativos da fenotipagem das células T reguladoras CD4* no 14° dia ap6s a imunizagéo.
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4.7 Expressédo de receptores de quimiocinas nos orgaos linféides secundarios
durante a EAE

E conhecido que a indugéo desse modelo de EAE, bem como a eficiéncia da
sua prevencao através da ingestdo oral de L.lactis produtor de HSP65, somente séo
possiveis por fendbmenos importantes que ocorrem nos orgaos linféides secundarios.
Os linfonodos mesentéricos sdo de suma importancia para a inducao da tolerancia
oral, visto que sao os primeiros em que os efeitos do HSP65, provavelmente em
células apresentadoras de antigenos, ocorrem (PABST; MOWAT, 2012). Os
linfonodos inguinais sdo os sitios linféides de drenagem do local da imunizacao,
onde ocorre uma resposta inflamatéria aguda e ativagcdo de células
encefalitogénicas especificas para o antigeno imunizado. Portanto, esses dois
linfonodos e o baco (onde circulam todas as células presentes no sangue
representando, de forma global, o estado imunolégico do organismo), foram
utilizados para o estudo de dois receptores de quimiocinas importantes nesse
modelo: CXCR3 e CCR6. Classicamente, sdo descritos como importantes para a
migracao de células encefalitogénicas, contribuindo para a migracao de células Thl
(SORENSEN et al, 2002) e Th17 (REBOLDI et al, 2009), respectivamente, embora o
CXCRS3 possa exercer uma acéo protetora na EAE, como abordado na discusséo.

No 4° dia ap6s a imunizacdo, foram avaliadas a frequéncia e a expressao
desses receptores em células CD4*, as principais indutoras da doenca. Essas foram
diferenciadas pela expressdo de Foxp3 e LAP e, dentro de cada subtipo, a
expressdo dos receptores CXCR3 e CCR6 foi estudada (marcacdes descritas na
legenda). Foram observadas diferencas significativas de frequéncia desses
receptores apenas quando nos dois grupos (Agua+EAE e HSP65+EAE) o parametro
em questéo era a expressao de LAP, tanto naqueles que expressavam ou ndo essa
molécula (Figuras 8.A-8.M). E importante ressaltar que foram feitas duas marcacgdes
separadas, e a expressao de LAP nao indica que a molécula Foxp3 nao estivesse

sendo também expressa, e vice versa.
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Figura 8: Frequéncia de células expressando receptores de quimiocinas nos 6rgaos linféides
secundarios

Camundongos C57BL/6 foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis produtor de
HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a indugéo de EAE.
No 4° dia apés a imunizagdo, o bago e os linfonodos inguinal e mesentérico foram retirados e
processados para a extragdo de células. A citometria de fluxo foi realizada com duas marcagtes
separadas, uma com 0s anticorpos anti-CD4, -LAP, -CXCR3 e -CCR6 e outra com anti-CD4, -Foxp3, -
CXCR3, -CCR6. Para a analise, foi realizada uma separacao de linfécitos dentro do total de eventos
analisados, e de CD4 dentro do gate de linfécitos. As barras correspondem as médias da frequéncia
de células de 3 a 5 animais por grupo + o erro padrdo. A andlise estatistica foi feita pelo teste t de
Student. A média do grupo Naive é representado como uma linha para referéncia, ndo interferindo na
andlise estatistica. * Representa p<0,05; ** p<0,1; *** p<0,01. (A-D) Frequéncia de células no baco;
(E-H) Frequéncias de células no linfonodo mesentérico; (I-M) Frequéncia de células no linfonodo

inguinal.
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Em linhas gerais, os resultados demonstram uma reducdo de CCR6 nas células
LAP- (maioria sdo efetoras), pois ele tem a frequéncia reduzida no baco e linfonodo
inguinal. Interessantemente, tanto sua frequéncia como intensidade de expressao
(esta é apresentada na tabela 1) é reduzida no baco, nas células que expressam
LAP. Ja o CXCR3 teve a frequéncia aumentada nas células LAP- no baco e
linfonodo mesentérico, e dentro das células reguladoras LAP*, foi bem mais

frequente a sua expressao no linfonodo mesentérico.

Tabela 1. Expressao dos receptores de quimiocinas pelas células dos 6rgéos

linféides secundarios

CCR6 CXCR3
Agua+EAE HSP65+EAE Agua+EAE HSP65+EAE
CD4*LAP* (BAGCO) CD4*LAP* (BACO) CD4*LAP* (BACO) CD4*LAP* (BACO)
7,313+0,95 3,63+0,24 * 22.07 £ 3.637 28.42 £ 2.504
CD4*LAP- (BACO) CD4*LAP- (BACO) CD4*LAP- (BACO) CD4*LAP- (BACO)
5.160 £ 0.3086 3.754 £ 0.3973 5.320 £ 0.5279 10.69 + 1.972

CD4'LAP* (LM)

CD4'LAP* (LM)

CD4'LAP* (LM)

CD4'LAP* (LM)

8.200 + 1.603 9.488 + 0.8359 22.20 + 1.069 22.38+0.8714
CD4*LAP-(LM) CD4*LAP- (LM) CD4*LAP-(LM) CD4*LAP- (LM)
5.607 + 1.069 6.564 + 0.7626 12.53 +1.933 13.90 + 1.530
CD4*LAP* (LI) CD4*LAP* (LI) CD4*LAP* (LI) CD4*LAP* (LI)
10.41 + 0.6548 9.170 + 3.016 9.940 + 1.577 21.23 +4.022
CD4*LAP- (LI) CD4*LAP- (LI) CD4*LAP- (LI) CD4*LAP- (LI)
6.173 + 0.7853 6.340 + 1.884 5.120 + 0.7496 8.750 + 2.941

Os valores correspondem aos MFIs (Mean Fluorescence Intensity) + o erro padrdo. A andlise
estatistica entre os dois grupos foi feita pelo teste t de Student. Os MFIs foram comparados da
mesma maneira que a frequéncia (em cada 6rgao, para cada fenotipo celular). * Representa p<0,05.

(LM) corresponde ao linfonodo mesentérico; (LI) corresponde ao linfonodo inguinal
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4.8 Estudo da expressdo de integrinas nas células T dos orgéos linfoides

secundarios durante a EAE

As integrinas a4p1 (CD49dCD29) e alLB2 (CD11aCD18) sao amplamente
expressas em leucdcitos, sendo importantes para a indugdo da EAE. A a4pB1é
relacionada com a entrada das células Thl na medula espinhal e no cérebro, e das
Th17 na medula, enquanto a alLB2 contribui para a entrada das Th17 no cérebrol
(ROTHHAMMER et al, 2011). Para entender a agdo que a administracdo oral do
L.lactis produtor de HSP65 exerce nas células que expressam essas integrinas,
utilizamos animais no 14° dia ap0s a imunizac¢ao, partindo do principio de que esse &
um momento em que um grande numero de células entram no sistema nervoso
central. Analisamos o linfonodo cervical (6rgao linfoide que drena células do sistema
nervoso central) e o baco, 6rgdo que embora em estudos prévios ja ndo seja
considerado alvo de migracdo de células nesse momento (REZENDE et al, 2012),
ainda representa uma referéncia de aspectos imunol6gicos sistémicos.

Os resultados demonstram uma reducéo da frequéncia de células CD49d* em
dois subtipos celulares no baco (CD4*Foxp3'LAP- e CD4*Foxp3*LAP?) e um
aumento da frequéncia de células CD4*Foxp3LAP* expressando CD1la, nesse
mesmo oOrgao (figura 9). Neste experimento, os dois marcadores de células T
reguladoras (LAP e Foxp3) foram utilizados em uma mesma marcagdo, 0 que
permite afirmar que, quando nenhum desses estava expresso, ndo se tratava de
células T reguladoras pertencentes a essas subpopulacées. Ndo houve variacdo nas
medianas das intensidades de expressdo desses receptores (0os valores estdo

descriminados na tabela 2).
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Figura 9: Estudo da expressdo de integrinas em células

de orgdos linféides secundéarios

durante a EAE

Camundongos C57BL/6 Foxp3/GFP foram tratados com agua (grupo “Agua+EAE”) ou com L.lactis
produtor de HSP65 (grupo “HSP65+EAE”) por 5 dias, e 10 dias depois foram imunizados para a
inducdo de EAE. No 14° dia apds a imunizacdo, o baco e o linfonodo cervical foram retirados e
processados para a extracdo de células. A citometria de fluxo foi realizada com duas marcacdes
separadas, uma com os anticorpos anti-CD4,-LAP e -CD49d, e outra com anti-CD4, -LAP e -CD11a.
Para a analise, foi realizada uma separacéo de linfocitos dentro do total de eventos analisados, e de

CD4 dentro do gate de linfocitos As barras correspondem as médias da freqiiéncia de células de 3 a



63

5 animais por grupo + erro padrao. A analise estatistica foi feita pelo teste t de Student. A média do
grupo Naive é representada como uma linha para referéncia, ndo interferindo na estatistica. *
Representa p<0,05; ** p<0,1; *** p<0,01.Figuras (A-C) Freqiéncia de CD49d em células do baco; (D-
F) Freqiiéncia de CD49d em células do linfonodo cervical;Figuras (G-l )Freqiiéncia de CD1la em

células do baco; Figuras (J-M) Frequéncia de CD11a em células do linfonodo cervical.

Tabela 2: Expressdo das integrinas pelas células dos orgédos linfoides

secundarios

CD49d CD1la
Agua+EAE HSP65+EAE Agua+EAE HSP65+EAE
CD4*FOXP3-LAP- CD4*FOXP3-LAP- CD4*FOXP3LAP- CD4*FOXP3-LAP-
(BACO) (BACO) (BACO) (BAGO)

40.87 £0.2390 40.64 £ 0.2759 "331.3 £ 41.00 N=6" "319.2 + 32.07 N=6"
CD4*FOXP3-LAP* CD4*FOXP3-LAP* CD4*FOXP3-LAP* CD4*FOXP3-LAP*
(BACO) (BACO) (BACO) (BACO)

106.5 + 2.021 440.2 £178.7 364.0 £ 43.47 243.8 +51.43
CD4*FOXP3*LAP- CD4*FOXP3*LAP- CD4*FOXP3*LAP- CD4*FOXP3*LAP-
(BACO) (BACO) (BACO) (BACO)

37.63 £0.4849 37.00 £ 1.003 439.1+1725 274.3+97.84
CD4*FOXP3-LAP- (LI) | CD4*FOXP3-LAP-(LI) | CD4*FOXP3-LAP- (LI) | CD4*FOXP3-LAP-(LI)
45.57 £ 1.084 44.26 £1.196 428.7 £6.370 422.3 £22.52
CD4*FOXP3-LAP* (LI) | CD4*FOXP3-LAP* (L) | CD4*FOXP3-LAP* (LI) | CD4*FOXP3-LAP* (LI)
235.2+12.51 258.0 £17.43 630.2 £ 15.76 633.9 £ 19.53
CD4*FOXP3*LAP- (LI) | CD4*FOXP3*LAP-(LI) | CD4*FOXP3*LAP- (LI) | CD4*FOXP3*LAP-(LI)
38.38 +£1.228 35.74 £ 0.5744 313.0£15.30 316.6 £ 15.40

Os valores correspondem aos MFIs (Mean Fluorescence Intensity) + o erro padrdo. A anélise
estatistica entre os dois grupos foi feita pelo teste t de Student. Os MFIs foram comparados da
mesma maneira que a frequéncia (em cada 6rgéo, para cada fenétipo celular). (LC) corresponde ao

linfonodo cervical.
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6. DISCUSSAO

O trabalho de mestrado ao qual esta dissertacdo se refere, realizado no
laboratorio de Imunobiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, faz parte de
uma série de estudos do nosso grupo de pesquisa visando entender melhor
aspectos relativos a imunorregulagéo, sendo que a tolerancia oral tem sido uma das
estratégias utilizadas para a obtencdo desta. Podem ser citados, entre outros,
trabalhos em que a inducdo da tolerancia oral foi utilizada para prevenir
manifestacbes em modelo de colite (SANTOS, 2011) e diabetes tipo | (dados nao

publicados), ambos com a administracao oral do L.lactis produtor de HSP65.

Como ja mencionado, recentemente nosso grupo publicou um estudo
relatando o uso dessa estratégia de tolerancia oral no modelo de EAE, sendo
comprovada a eficacia do HSP65 produzido pelo L.lactis (Rezende et al, 2012). Dai
em diante o foco passou a ser o entendimento do mecanismo de acdo da proteina
HSP65 liberada na mucosa intestinal pela acdo dessa bactéria recombinante. Nesse
contexto, diversos aspectos foram investigados e constatamos mudangas no perfil
de citocinas e de frequéncia de células efetoras e reguladoras nos érgéaos linféides
secundarios dos camundongos tratados. Esses resultados, adicionados a deplecéo
das células que expressam a molécula LAP pela administracdo in vivo de um
anticorpo monoclonal especifico (que impediu o efeito preventivo do tratamento
oral), permitiram constatar que as células T reguladoras expressando LAP,
principalmente aquelas que ndo expressam Foxp3, tém papel crucial na prevencao
da EAE através do L.lactis produtor de HSP65. Partindo dos conhecimentos ja
adquiridos com esses estudos anteriores, 0 objetivo desse trabalho de mestrado foi
entender a influéncia que esse mecanismo de tolerancia oral tem na medula
espinhal de camundongos, e na migracdo celular que ocorre dos 6rgaos linféides

secundarios até ela.

Em concordancia com os resultados obtidos anteriormente, mostramos
primeiramente através do indice macroscépico clinico, que o0os camundongos
tratados com o L.lactis produtor de HSP65 tém os sinais e sintomas da EAE
reduzidos, ap6s a imunizacdo com MOGss-ss. Para a avaliagdo das manifesta¢oes da
doencga, ndo houve necessidade da realizagao do tratamento com L.lactis possuidor

de plasmideo néao codificante como controle, pois sua administracdo oral resulta em
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efeitos semelhantes a ingestdo de agua. Diferentemente do trabalho anterior,
observamos reducao significativa do indice clinico da doenca no grupo HSP65+EAE
(em relacdo ao grupo Agua+EAE) apenas nos 3 Ultimos dias em que ele foi avaliado
(enquanto que, no trabalho anterior, essa reducgéo era observada a partir do 8° dia
apos a inducdo da doenca). Entretanto, a falta de significancia estatistica nos
demais dias pode ser devido a possiveis diferencas de critério dos avaliadores dos
dois trabalhos, ou até mesmo na proporcdo de animais C57BL/6 e C57BL/6
Foxp3/GFP utilizados. Embora esses animais tenham o mesmo fundo genético,
foram provenientes de fontes diferentes, como descrito na metodologia. Além disso,
ja foi demonstrado que nesse modelo experimental a acdo do tratamento oral no
sistema imune ja é iniciada poucos dias apds a imunizacdo, independentemente se
h& diferencas macroscépicas entre os animais tratados ou ndo (REZENDE et al,
2012).

A reducdo do infiltrado inflamatoério e das éreas lesadas na medula espinhal
dos animais que recebem o L.lactis produtor de HSP65 €& uma caracteristica
marcante que os diferenciam bem dos animais do grupo Agua+EAE. As
manifestacdes clinicas envolvidas nesse modelo de EAE séo tipicamente medulares,
com uma paralisia ascendente, comecando na porcao distal do corpo do animal,
envolvendo perda de tonus da cauda e posteriormente reducdo da forca nas patas
traseiras e, em alguns casos, das patas dianteiras (MULLER; PENDER; GREER,
2000). Portanto, a reducdo da inflamagdo na medula espinhal justifica a menor
intensidade nos sinais clinicos da doenca.

O acometimento da medula espinhal pela EAE, em sua fase aguda (indices
macroscopicos mais altos), tipicamente envolve inflamacdo nos tratos anterolateral
(condutor de estimulos nociceptivos, toques grosseiros e termais), posterior (toques
finos e propriocepcao) e piramidal (que tem relacdo com conducdo de impulsos
nervosos e execucdo de movimentos voluntarios). Curiosamente, as placas tipicas
de lesbes de EAE sdo bem menos encontradas nos tratos piramidais da medula
espinhal. Os acometimentos motores que ocorrem nos animais, portanto, podem ser
devido a um processo neurodegenerativo em uma por¢gdo mais proximal desse
mesmo trato, pois ele € iniciado no cortex cerebral, percorre o tronco encefalico e vai

até os neurbnios motores eferentes localizados na substancia cinzenta da medula,
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de onde os impulsos nervosos sdo conduzidos aos musculos. Portanto, fica claro
que a presenca de um infiltrado inflamatério menor e a reducdo das lesdes na
medula espinhal dos animais que receberam o L.lactis produtor de HSP65,
correlaciona-se com a reducdo das manifestacdes clinicas da doenca (RECKS;
ADDICKS; KUERTEN, 2011).

Além da observacdo da medula espinhal através dos cortes histolégicos, para
um melhor entendimento da relacdo entre numero de células e indice macroscépico,
foram realizadas contagens de células mononucleares e de linfocitos em camara de
Neubauer e por citometria de fluxo, respectivamente. Dentre essas células
mononucleares observadas na camara, provavelmente estavam presentes também
as micréglias, que embora fagam parte das células da glia, também s&o leucdcitos e
tém grande relevancia imunolégica. Essas células atuam na apresentacéo
antigénica e fagocitose no sistema nervoso central. Alguns autores sugerem que as
micréglias podem dar origem a parte das células dendriticas existentes no sistema
nervoso (ALMOLDA; GONZALEZ; CASTELLANO, 2011).

Nos trés momentos apOs a imunizacdo em que 0 numero de células e
linfécitos foram analisados (4, 10 e 14 dias), a diferenca mais significativa entre os
grupos foi no 14° dia, justamente o momento de maior discrepancia entre o indice
clinico deles. A reducdo do numero total de células (além de menor nimero de
linfécitos) provavelmente estd associada ao menor infiltrado de neutréfilos na
medula espinhal, sendo esse tipo celular muito importante para as manifestacdes da
EAE na fase aguda (WU et al, 2010)). Quanto aos subtipos de linfécitos, pode-se
supor que a principal diferenca entre os dois grupos é no numero de células CD4*
produtoras de IL-17(STROMNES et al, 2008; KOMIYAMA et al, 2006; ARANAMI;
YAMAMURA, 2008), provavelmente reduzida nos animais que receberam o L.lactis
produtor de HSP65. Os linfocitos Th1l7 possuem um fendtipo mais instavel que os e
Thl e Th2, e muitos deles produzem também IFN-y. Entretanto, tanto os linfocitos
produtores unicamente de IL-17 quanto os que também produzem IFN-y sao
considerados como capazes de infiltrar no sistema nervoso central anteriormente ao
inicio das manifestacdes da EAE (MURPHY et al, 2010). Poucos estudos recentes

apontam o contrario, ou seja, que as células Thl sejam necessarias para modificar
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caracteristicas do sistema nervoso central e torna-lo mais atrativo e acessivel para
as células Th17 (CONNOR et al, 2008).

Em nenhum dos pontos testados houve, entretanto, diferenca estatistica entre
0 numero de células mononucleares ou linfocitos entre os grupos. Mas o fato de ter
havido diferencas estatisticamente significativas, no 14° dia apds a imunizacéo, na
contagem de células analisadas por histologia, bem como nas andlises feitas pela
técnica de microscopia intravital, € um indicio de que o processo de extracao celular
utilizado na medula espinhal ainda precisa ser melhorado, e que se um N maior do
que 3 for utilizado, as diferencas provavelmente aparecerdo. O uso da enzima
colagenase e de percoll para a obtencdo de leucocitos ndo pode ser descartado
como possivel causador de morte celular. Além disso, a medula espinhal é envolvida
por meninges formadas principalmente por lipidios, 0 que aumenta a quantidade de
residuos nas amostras obtidas. Todos esses aspectos tornam-se fatores limitantes
para a obtencdo de amostras com um grau de pureza maior e com um ndmero de
células adequado para contagem na camara de Neubauer e leitura no citbmetro de

fluxo.

A microscopia intravital foi 0 método escolhido para a visualizacdo da entrada
dos leucécitos na medula espinhal, e assim melhorar o entendimento do padrdo de
migracdo celular para esse 6rgdo. Como mencionado por Kim e colaboradores
(2010) (KIM et al, 2010), a técnica apresenta alguns fatores limitantes, como a
necessidade de uma laminectomia e da remocao de fragmentos da coluna vertebral,
0 que aumenta a chance de possivel contaminacdo e surgimento de lesGes nas
membranas que envolvem a medula espinhal. Entretanto, nesse trabalho foi possivel
a realizacao da microscopia intravital e os resultados foram satisfatorios. Condizente
com a literatura, observamos um nivel muito baixo de rolamento e adesdo de
leucocitos nos animais ndo manipulados (naive) (KERFOOT; KUBES, 2002).
Interessantemente, com relacdo a essas duas variaveis, 0s animais grupo

HSP65+EAE apresentaram niveis semelhantes aos animais naive.

A reducéo do rolamento e adeséo dos leucdcitos nas vénulas pos-capilares
indica que a administracdo oral do L.lactis produtor de HSP65 altera aspectos
relativos & migracdo celular para o sistema nervoso central. Nossos resultados

mostram também que a aderéncia das células aos vasos e posterior migracao
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transendotelial para o parénquima da medula espinhal estdo reduzidas nesses
animais, o que reduz o infiltrado no 6rgdo. Entretanto, € necessario também um
entendimento do perfil celular encontrado no sistema nervoso central dos animais. O
trabalho anteriormente a esse no Laboratério de Imunobiologia (REZENDE et al,
2012)) e diversos outros (CHEN et al, 1994; KOHM et al 2002; LIU et al, 2006;
ZHANG et al, 2004) mostraram que as células T CD4* reguladoras tém uma
importancia crucial na prevengdo ou supressdo da EAE. Por esse motivo
estudamos, por citometria de fluxo, a freqiéncia dessas células (consideradas
aguelas que expressavam Foxp3 e/ou LAP) na medula espinhal, nos dias 4, 10 e 14
apos a imunizacdo. Em todos os momentos, principalmente nos dois dltimos, o
grupo HSP65+EAE apresentou um leve aumento da frequéncia dessas células. Tal
aumento, entretanto, ndo foi estatisticamente significativo. A falta de respaldo
estatistico para esses dados também pode ser devido as dificuldades proprias a

técnica ou a necessidade de um N maior, como ja abordado anteriormente.

Dentro do grupo das células T CD4* reguladoras, existem fendtipos
diferentes, e eles refletem a maneira de atuacdo de cada subtipo. Na ultima década,
véarios trabalhos tém relatado a molécula LAP como um marcador importante de
células T reguladoras, e sua acdo (via liberacdo da citocina TGF-B) tem sido
associada a prevencao ou supressao de modelos de doencas autoimunes, como a
osteoartrite  em camundongos velhos (DAVIDSON et al, 2005), inducdo de
inflamacéo renal (WANG et al, 2005) e colite (OIDA et al, 2003). No caso da
encefalomielite autoimune experimental o mesmo tem sido observado. Embora néo
se possa descartar a importancia das células Trg propriamente ditas
(CD4*CD25*Foxp3™*) (LIU et al, 2006), elas por si s6 ndo parecem ser tao efetivas na
reducdo das manifestacbes da EAE. Experimentos realizados no modelo de EAE
dao conta de que as células Treg expandem-se com facilidade nos 6rgéos linféides e
se acumulam no sistema nervoso central, entretanto, sem efetivamente exercer
atividade reguladora sobre as células encefalitogénicas que produzem IL-6 e TNF-q,
e assim, ndo impedem as manifestacbes da doenca (KORN et al, 2007). Ja as
células CD4*CD25*LAP*, que expressam elevados niveis de Foxp3 (a principal
caracteristica da célula Treg), S80 células reguladoras mais efetivas no controle da
EAE, pois exercem fung¢des tanto no contato entre as células (via CTLA-4) quanto na

liberacdo do TGF-B soluvel (CHEN et al, 2008). Interessantemente, uma estratégia
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muito eficaz tanto na prevencao quanto na supressao da EAE, que é o tratamento
oral com anticorpos anti-CD3, desencadeia seus efeitos via inducdo de células
CD4*CD25LAP* que nédo expressam Foxp3. (OCHI et al, 2006).

No trabalho j& realizado com a utilizacdo do L.lactis produtor de HSP65 no
modelo de EAE (REZENDE et al, 2012), também demonstramos uma maior
importancia das células T reguladoras que expressam LAP. Nos camundongos
tratados com L.lactis produtor de HSP65, elas tiveram a frequiéncia aumentada nos
dias 2 e 4 apds a imunizacdo nos linfonodos mesentérico e inguinal, e no dia 4 no
baco. J4 a frequéncia e numero das células T CD4*CD25" expressando Foxp3 s6
aumentaram no linfonodo inguinal, nos dias 2 e 4. Dessas células expressando LAP,
apenas 15% expressavam Foxp3, enquanto o oposto ocorria em 50%. Em suma,
esses dados demonstraram uma importancia grande das células Th3 (secretoras de
TGF-B e que expressam LAP), inclusive aquelas que nao coexpressavam Foxp3. No
presente trabalho, obtivemos resultados semelhantes quanto ao estudo fenotipico
das células T reguladoras presentes na medula espinhal, mas esses nado foram téo
nitidos quanto aqueles obtidos nos érgaos linféides, e tampouco foram significativos

estatisticamente (j& discutido).

Extraimos a medula espinhal dos animais nos trés tempos apos a indugéo da
EAE. Nos dias 4 e 10, que representam, respectivamente, um momento inicial da
doenca (indice macroscopico baixo e ainda poucas células na medula espinhal) e
um momento intermediario (nimero de células ainda baixo, porém com indice clinico
mais alto), as células T CD4* reguladoras mais predominantes foram as que
expressam Foxp3. Dessas, apenas as que expressam LAP aumentaram no 4° dia, e
tanto as que expressam ou ndo LAP aumentaram no 10° dia. Ja no 14° dia
(momento com grande infiltrado inflamatorio e alto indice macroscopico), o grupo
HSP65+EAE teve aumento das células T CD4*LAP* que expressam ou nao Foxp3.
Tais resultados séo ainda preliminares e ndo permitem uma conclusao sobre o papel
de cada subtipo de célula reguladora nos diversos momentos de desenvolvimento
da doenca. Porém, analisando em linhas gerais, as células Treg CD4*CD25*Foxp3*
parecem chegar antes ao sistema nervoso central dos animais tratados, sendo que

as células T reguladoras do tipo Th3 migram posteriormente para esse sitio.
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Embora as células Treg CD4*CD25"Foxp3* apresentem um perfil anérgico in
vitro, elas possuem uma alta capacidade de proliferacdo in vivo, além de uma
capacidade supressiva muito alta (CONNOR; MALPASS; ANDERTOM, 2007).
Juntando-se a isso a facilidade com que elas conseguem entrar no sistema nervoso
central (KORN et al, 2007), talvez seja essa uma explicacdo do porqué é esse tipo
de célula reguladora o mais encontrado antes do pico das manifestacdes da EAE. E
possivel também pensar que o fato das células expressando Foxp3 ndo serem
encontradas em maior frequéncia nos orgéos linféides no grupo tratado com L.lactis
produtor de HSP65, nos dias 2 e 4 (excetuando o linfonodo inguinal) apds a
imunizacdo (REZENDE et al, 2012), seja decorrente da rapida migracdo para o
sistema nervoso central.As células T reguladoras expressando TGF-B podem,
inclusive, ter contribuido para esse processo. Essa citocina tem um papel importante
para a expressdao de Foxp3 em células naive, e como os 6rgdos linfoides
secundarios dos animais tratados ficaram mais ricos em células Th3, talvez elas
foram responsaveis pela inducdo das células Trg CD4*CD25*Foxp3* que
posteriormente chegaram a medula espinhal (YOSHIMURA et al, 2010).

No pico das manifestacbes da doenca, foi observada, na medula espinhal dos
animais do grupo HSP65+EAE, uma maior freqiéncia das células T CD4*
reguladoras expressando LAP. Como a maior variacdo do indice clinico da doenca
ocorreu exatamente nos trés ultimos dias avaliados, podemos sugerir que a inibicao
observada se relaciona ao aumento da frequiéncia das células CD4*LAP* na medula
espinhal. Parte dessas células pode ter sido induzida no préprio sistema nervoso
central, pois o aumento da frequéncia das células Treg CD4*CD25"Foxp3* nesse
orgao provavelmente aumentou também a concentracdo de IL-10 no local, e essa
citocina contribui para a expressdo de TGF-B (WEINER, 2001a). Entretanto, € mais
plausivel que essas células sejam provenientes, na sua maior parte, dos Orgaos
linféides secundarios. Provavelmente, o local em que essas células foram
primeiramente induzidas foi o linfonodo mesentérico, por ser o 6rgao linféide que
drena os antigenos ingeridos. A mucosa intestinal € um sitio muito propicio para a
inducdo de células T LAP*(NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001; OIDA et al,
2003; CHEN et al, 2008), e essas devem ter posteriormente migrado para outros

orgéaos linféides, como o baco, e para a medula espinhal.
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Dentre as células T presentes na medula espinhal expressando LAP no 14°
dia ap0s a imunizacdo, a grande parte ndo coexpressa o Foxp3, e a frequéncia
desse tipo celular é aumentado pela administragdo oral do L.lactis produtor de
HSP65. Esse tipo de célula T reguladora CD4*CD25LAP* (a grande parte das
células CD25 também sdo Foxp3) € mais comum em camundongos que em
humanos (OIDA; WEINER, 2010). A caracateristica regulatéria dessa célula é a
producdo de TGF-[3, e portanto, seu mecanismo de agéo para a prevengao da EAE
ocorre via as acdes pertinentes a essa citocina. Dentre elas podem ser citadas o
bloqueio da IL-2 e de fatores de transcricdo que contribuem para a proliferacéo
celular e para a diferenciacdo das células Thl e Th2, NK, células dendriticas,
macréfagos e células T CD8*, e para a promocédo da diferenciacdo das células Treg
CD4*CD25"Foxp3* induzidas (YOSHIMURA et al, 2010).

O estudo de parametros relativos a migracdo celular para o sistema nervoso
central configura-se como algo de suma importéancia para o entendimento do
resultado obtido pela microscopia intravital e pelas analises das células presentes na
medula espinhal. Os receptores de quimiocinas e as integrinas estudadas neste
trabalho representam moléculas importantes, cada qual a sua maneira, para facilitar
ou até mesmo dificultar com que os leucdcitos entrem no sistema nervoso central

dos animais, e assim exercam ou nao determinadas atividades.

Dois receptores de quimiocinas foram estudados, o CCR6 e o CXCR3. A
escolha desses receptores, ao invés de seus ligantes, € justificada, porque eles séo
mais expressos nos leucdcitos, enquanto os ligantes principalmente nos vasos
sanguineos. O CCR6 é um receptor classicamente descrito como expresso nas
células Th17 de camundongos. Seu ligante, o CCL20, € produzido no plexo coroide,
e esse eixo CCL20-CCR6 é fundamental para o desencadeamento da EAE
(REBOLDI et al, 2009). Embora o CCR6 também atue na migragdo das células Treg
CD4*CD25*Foxp3*, sua acado acaba sendo mais importante na promocao da doenca
do que em sua regulacéo, visto que o desenvolvimento da EAE ndo ocorre quando
esse receptor é depletado (YAMAZAKI et al, 2008). Nesse contexto, esse receptor
foi estudado no 4° dia apds a imunizagdo, no baco e linfonodos mesentérico e
inguinal. Dentro do grupo das células CD4*LAP- (a maioria delas provavelmente

pertence ao subtipo de células CD4* efetoras) houve uma reducédo na freqiéncia de
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CCR6 no baco e linfonodo inguinal, o que esta de acordo com o menor infiltrado
inflamatorio na medula espinhal do grupo HSP65+EAE. Ja entre as T CD4* células
expressando LAP, tanto a frequéncia das células CCR6+ quanto a expressado desse
receptor estavam reduzidas, sugerindo que essas ceélulas T reguladoras usam outros

receptores para migrar para o sistema nervoso central.

O CXCR3 ¢é o receptor das quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Ele é
expresso em linfocitos T CD4*(principalmente Thl) e CD8* ativados, células NK,
microglia, mondcitos e células dendriticas (GARCIA-LOPEZ et al, 2001).Seu ligante
CXCL10 é encontrado abundantemente na fase inicial da EAE, e mesmo na
esclerose multipla humana essa quimiocina é muito encontrada nas placas ativas,
mais especificamente na regido dos astrocitos que a envolvem, enquanto o CXCR3,
nos linfocitos T perivasculares (SORENSEN et al, 2002). Todos esses fatores
fizeram do CXCR3 uma molécula candidata como responsavel pela migracdo de
células relacionadas a inducdo da EAE. Entretanto, um estudo utilizando
camundongos geneticamente deficientes para esse receptor demonstrou justamente
o contrario. Sua acdo protetora no modelo de EAE ocorre porque as células
encefalitogénicas que o expressam tém maior dificuldade para entrar no parénquima
do sistema nervoso central, restringindo as lesdes as regides perivasculares e
impedindo que elas atinjam a substancia branca com maior intensidade. Além disso,
as células T reguladoras que expressam CXCR3 acabam também se restringindo a
essa regido, facilitando o contato dessas com as células encefalitogénicas presentes
nas lesdes perivasculares (MULLER et al, 2003). Essa ac¢éo reguladora do CXCR3
estd de acordo com os resultados obtidos com a administracdo oral do L.lactis
produtor de HSP65. Nesse grupo, ele teve a freqiéncia aumentada no baco e
linfonodo mesentérico, dentro do grupo das células CD4*LAP-, sugerindo que elas
tém menor probabilidade de atingirem a medula espinhal propriamente dita e exercer
atividades lesivas nela. Além disso, sua frequéncia estd muito aumentada nas
células reguladoras LAP*, no linfonodo inguinal, o que permite supor que elas
migrardo até as regibes perivasculares, onde encontrardo as células efetoras
expressando esse mesmo receptor, e irdo agir de forma anti-inflamatoria nesse

ambiente, através da liberagdo de TGF-[3.
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As integrinas foram analisadas no auge das manifestacbes da doenca (14°
dia), partindo do principio que é um periodo de intenso rolamento e adesdo de
células no sistema nervoso central, como demonstrado pela microscopia intravital.
Das integrinas consideradas importantes para a inducdo da EAE, destacam-se a
a4pB1 e alLB2. A primeira é também conhecida como VLA-4 (CD49dCD29), e a
segunda como LFA-1 (CD11aCD18). Ambas sdo expressas pelas células T CD4*
encefalitogénicas e auxiliam na sua entrada no sistema nervoso central (KERFOOT,;
KUBES, 2002; LASCHINGER et al, 2002). Entretanto, existem algumas diferencas,
comprovadas por experimentos em que essas moléculas foram depletadas através
de anticorpos. Enquanto as células Thl utilizam preferencialmente a a4B1 para
entrar no sistema nervoso central como um todo, as Th17 utilizam essa integrina
para entrar apenas na medula espinhal, enquanto é a alLB2 que normalmente
permite que essas células atinjam o cérebro. Portanto, a inducdo de EAE
concomitante com o bloqueio da a4p1 resulta em uma doenca com manifestacdes
mais cerebrais, pois apenas esse 6rgao pode ser acometido (ROTHHAMMER et al,
2011).

As células expressando as integrinas 0431 e alLB2 tiveram a frequéncia
analisada através da marcacao por anticorpos especificos para as suas subunidades
CD49d (a4) e CD11a (aL). Dos ¢rgaos linfoides estudados (baco e linfonodo
cervical), apenas no baco houve diferencas significativas entre os grupos. Os
animais que receberam L.lactis produtor de HSP65 tiveram reducdo na frequéncia
de células CD4*Foxp3 LAP- expressando CD49d.. Esse resultado pode demonstrar
uma possivel forma pela qual o tratamento oral atuaria de forma regulatéria nesse
modelo, pois a reducdo das células T CD4" efetoras expressando essa integrina
limita a entrada delas na medula espinhal (tanto as Thl quanto Th17). E importante
observar que, na analise realizada, estdo excluidas as subpopula¢cdes de células T
CD4* reguladoras que expressam Foxp3 ou LAP. Embora possa parecer
surpreendente encontrar essa diferenca justamente no bacgo nesse ponto da
cinética, tal resultado pode ser explicado pelo fato de que no grupo HSP65+EAE, as
células CD4*Foxp3 LAP- (potencialmente efetoras) séo justamente as que nao foram
para o sistema nervoso central, e a reducdo das células expressando essa integrina
pode ser uma das razbes pelo qual essas células se mantém no baco. Houve

também uma reducdo da frequéncia de células CD4*Foxp3*LAP expressando



74

CD49d. Embora isso a principio ndo contribua para a regulacdo pelo L.lactis
produtor de HSP65, também néo é contraditério, pois no 14° dia apds a imunizacao
esse tipo celular ndo estd aumentado na medula espinhal. Interessantemente, houve
um aumento na frequéncia de células CD4*Foxp3LAP* expressando CDlla
também no baco. Dessa forma, ndo se pode descartar a possibilidade dessas
células T reguladoras utilizarem essa integrina para entrar no sistema nervoso
central. Além disto, mesmo nesse ponto mais avancado do desenvolvimento da
doenca, é provavel que ainda ocorra migracdo de células Th3 do bagco em direcédo a

medula espinhal.

A relagéo entre indug&o de tolerancia oral e alteragbes no recrutamento de
leucdcitos para sitios inflamados foi explorada recentemente por Rodrigues e
colaboradores (RODRIGUES et al, 2006). Em modelo de peritonite experimental
induzida por ovalbumina (OVA), os autores demonstraram que camundongos
tolerantes a OVA apresentaram uma peritonite significativamente menos acentuada
com reducdo do recrutamento de eosinéfilos e neutréfilos para o sitio inflamatario.
Houve alteracBes na expressdo de CD54 e de CD18 em linfécitos de camundongos
tolerantes sugerindo que a inducdo de tolerancia oral a uma proteina presente no
sitio inflamat6rio pode alterar o padrdo de migracdo de células do sangue circulante
para esse local. Assim, o estudo mais detalhado dos mecanismos e moléculas
envolvidos na migracéo de células para os sitios inflamatorios pode esclarecer sobre

a acao da tolerancia oral na supressao da inflamacéo.

Baseado nesses resultados e nos anteriormente obtidos (REZENDE et al,
2012), pode-se afirmar que a administracdo oral do L.lacits produtor de HSP65
realmente tem um efeito preventivo no modelo de EAE induzida por imunizagdo com
adjuvante e MOG, em animais C57BL/6. Essa acdo preventiva deve-se a uma
modulacdo no sistema imunoldgico desses animais, que reage a essa estimulacao
antigénica de uma maneira mais regulada. A partir da ingestdo do HSP65 por dias
consecutivos, em baixas doses, células Treg naturais especificas para epitopos
presentes no HSP65 (vale lembrar que as HSPs sdo antigenos dominantes)
provavelmente encontram com esse antigeno na mucosa intestinal ou érgéos
linféides secundarios, e assim entram em um estado de ativacdo e possivel

proliferacdo. Outro mecanismo de acdo desse tratamento oral seria na inducéo de
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células T reguladoras, processo que em grande parte ocorre na mucosa intestinal.
Como ja mencionado, foi visto que o analogo do HSP65 em mamiferos (HSP60)
sinaliza com células apresentadoras de antigenos de forma a aumentar a agdo anti-
inflamatoria delas (ZANIN-ZHOROV et al, 2006), o que contribui para a inducdo de
linfécitos T reguladores, tanto os que expressam LAP como Foxp3. Enquanto a
supressao mediada pelas células Treg em grande parte € antigeno-especifica (pois a
ligacdo da molécula coestimulatoria CTLA-4 exige uma ligagcdo TCR-MHC), embora
essas ceélulas também possam secretar IL-10 e causar uma supressao inespecifica
em alguns casos, as células Th3 ndo necessitam se ligar a um MHC apresentando
um determinado antigeno, porque elas atuam via liberacdo de uma molécula solavel,
o0 TGF-B. Esse tipo de efeito regulatério inespecifico pode ser chamado de inibigao
bystander (MILLER; LIDER; HEINER, 1991) ou efeito indireto da tolerancia oral
(AZEVEDO, G.M Jr et al, 2012). Portanto, a tolerancia oral nesse modelo age de
maneira imunorregulatéria e indireta, impedindo que ocorra uma inflamacéo
significativa no sistema nervoso central dos animais tratados, que dessa forma,

conseguem manter-se em uma condi¢cdo mais proxima do saudavel.
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7. CONCLUSAO

A realizacdo desse trabalho de mestrado adicionou novos conhecimentos
sobre a acdo preventiva do L.lactis produtor de HSP65 no modelo de EAE, em
animais C57BL/6 imunizados com MOG. Foi constatado que a medula espinhal do
grupo HSP65+EAE apresenta uma reducgdo significativa dos sinais inflamatorios, o
gue é correlacionado com um menor indice clinico macroscopico da doenca. O perfil
celular desse 6rgao é modificado, com a presenca predominante de linfécitos T com
fenétipo regulador, quando comparado ao grupo Agua+EAE. O tipo celular mais
relevante para a prevencao das manifestacfes da doenca parece ser a célula
CD4'Foxp3'LAP™, cuja frequéncia estava aumentada exatamente nos dias em que a
intensidade dos sinais da EAE difere entre os grupos. Esse efeito induzido pela
tolerancia oral no sistema nervoso central parece ser devido, entre diversos outros
aspectos, a mudancas no padrao de expressdo de receptores de quimiocinas
(reducéo da frequéncia de CXCR3 e CCR6) e integrinas (reducdo da frequéncia de
a4pB1 e alLB2) nas células T efetoras (ndo reguladoras) dos 6rgaos linféides
secundarios analisados, que migram em intensidade muito menor para a medula

espinhal dos animais tolerantes.

Como perspectiva para os futuros estudos no tema, tentaremos repetir alguns
experimentos com um ndamero maior de animais para verificar se algumas da
diferencas estatisticamente néo significativas até o momento tornam-se mais claras.
Além disto, planejamos pesquisar bloquear alguns componentes importantes para o
recrutamento leucocitario e verificar o efeito desse blogqueio em camundongos com

EAE e também nos previamente tratados com L.lactis produtor de HSP65.
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