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Resumo

A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), modelo animal da Esclerose
Multipla (EM), é caracterizada como uma doenca inflamatdria crdénica, com um
intenso influxo de células mononucleares para o sistema nervoso central (SNC).
Vérios estudos tém demonstrado uma participacdo das quimiocinas durante a
EAE, mas ainda nao foi esclarecido como esses mediadores regulam o
recrutamento de leucdcitos para o SNC. Apos a inducdo da EAE com MOG3ss5, 0
recrutamento de leucécitos foi marcante no dia 14 apds a indugdo, com um
aumento dos eventos de rolamento e adesdo, correlacionando com o pico de
manifestacdo clinica e inflamacdo, assim como um aumento da producdo de
TNFa, CCL2 e CCL5. Nenhuma diferenca foi observada quanto aos niveis de
CCL3 e CXCL10. O tratamento com anticorpos anti-CCL2 e anti-CCL5 2h antes da
microscopia intravital foi capaz de promover uma diminuicdo no processo de
adesédo, sem alterar o rolamento. Para confirmar o papel da quimiocina CCL2 no
recrutamento de leucocitos, foram realizados diferentes tratamentos com a
proteina mutante P8A, descrita como inibidora da atividade da CCL2. A proteina
P8A foi capaz de diminuir a adeséo de leucécitos e exibir um quadro clinico menos
grave. Esses dados sugerem que a indugdo da adesdo de leucdtcitos na
microvasculatura cerebral € um evento importante na patogenia da EAE e que as
guimiocinas CCL2 e CCL5 podem modular este processo. Depois foi investigado o
papel das cininas no recrutamento de leucdcitos para o SNC no mesmo modelo.

As cininas sdo mediadores relevantes da inflamacdo e atuam através de dois
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receptores especificos acoplados a proteina G, B; e B,. Para este estudo foram
utilizados animais WT, B;” e B,”. A incidéncia da doenca foi similar entre os
grupos, mas os animais B,” exibiram menor gravidade da doenca. No dia 14°
apos a inducdo, houve uma diminuicdo do numero de leucdcitos aderidos nos
animais knockout quando comparados com animais WT. Além disso, animais com
EAE demonstraram um aumento da expressdo de receptores B; no extrato de
cérebro, parcialmente diminuidos nos animais B,”. A produgdo de CCL5 foi
diminuida nos animais B.” e B,”, mas CCL2 apenas foi diminuida nos animais
B,". Contudo, esses resultados sugerem que receptores B, possuem um
importante papel no controle da doenca, via regulacdo da expressdo de Bi,
modulag&o da quimiocina CCL2 e, consequente, controle da adeséo de leucocitos.
Logo, o bloqueio da atividade da quimiocina CCL2 pelo uso da P8A ou por
antagonistas de BK pode representar uma importante estratégia para suprimir o
influxo de leucocitos para o SNC e, consequentemente, controlar a gravidade da

doenca.
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Abstract

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) models multiple sclerosis
(MS) and is characterized by marked mononuclear cell influx in the brain.
Inflammation leads to demyelinating lesions and disease. Several studies have
demonstrated a role for chemokines during EAE. It remains to be determined
whether these mediators modulate EAE primarily by mediating leukocyte influx into
the CNS or by modifying lymphocyte activation and/or trafficking into lymphoid
organs. After induction of EAE with MOGgs.s5, leukocyte recruitment peaked on day
14 and correlated with symptom onset, TNF-a production and production of CCL2
and CCL5. Levels of CXCL-10 and CCL3 were not different from control animals.
We demonstrated that leukocyte rolling and adhesion also peaked at day 14. The
treatment with anti-CCL2 or anti-CCL5 antibodies just prior to the intravital
microscopy prevented leukocyte adhesion, but not rolling. To confirm the role of
CCL2 on leukocyte recruitment, we performed different treatments with the mutant
protein P8A, described as an inhibitor of CCL2 activity. PBA was able to decrease
leukocyte adhesion and ameliorated the clinical course of disease. Our data
suggest that induction of leukocyte adhesion to the brain microvasculature is an
important mechanism by which CCL2 and CCL5 participate in the pathogenesis of
EAE. Next, we investigated the role of kinins in driving EAE and chemokine
production in the brain. The kinins are relevant mediators of inflammation and act
through stimulation of two receptor subtypes, B1 and B2. For the present study B1-
deficient (B1-/-), B2-deficient (B2- /-) and wild type (WT) mice were used. The

incidence of disease was similar in the groups, but the disease in B2-/- mice was

XX



less severe. At day 14 after EAE induction, there was a significant decrease in the
number of adherent leukocytes when compared with WT mice. EAE induced an
increase of B1 mRNA in brain tissue and this was patrtially prevented in B2-/- mice.
Expression of CCL5 was suppressed in both B;” and B,” mice, but CCL2
expression was only inhibited in B2-/- mice. Altogether, our results suggest that B2
receptors have two major effects in the control of EAE severity: B2 regulates the
expression of chemokines, including CCL2 and CCL5, the expression of Bl
receptors, and Bl-dependent leukocyte influx. Blockade of chemokine action (eg.
by using P8A) or production (eg. by using bradykinin antagonists) may represent a
valid strategy to prevent leukocyte influx into the brain and disease severity in

patients with MS.
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1. INTRODUCAO

1.1. ESCLEROSE MULTIPLA

A Esclerose Mdltipla (EM) € uma doenca inflamatéria crénica do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada pela destruicdo da bainha de mielina, perda de
oligodendrécitos, gliose e lesdao axonal. As lesbes aparecem como placas
desmielinizantes na substancia branca (Al-Omaishi et al.,, 1999). A doenca afeta,
principalmente, jovens adultos na faixa etaria compreendida entre 25 e 30 anos e
mulheres, sendo considerada rara na puberdade e depois dos 50 anos de idade (Al-
Omaishi et al., 1999; Richards et al., 2002).

A EM foi descrita pela primeira vez em 1869 por Jean-Martin Charcoat, quem
reconheceu a natureza neurologica da doenca. Em 1878, Luis Ranvier descobriu a
mielina, um revestimento multilamelar glicoproteico que envolve o0 axénio no SNC por
projecdes de oligodendrécitos e no SNP pelas células de Schwann, e descreveu sua
importancia no mecanismo de transmissdo de sinal do tipo saltatoria ao longo dos
neurénios (Waxman & Ritchie, 1985; Wingerchuk et al.,, 2001). O processo de
desmielinizacdo produz uma alteracdo na conducgdo saltatéria das vias mielinizadas
normais, determinando uma reducdo da densidade dos canais de sodio internodais
com 5 a 10% de inibicdo na propagacdo do impulso nervoso. (Scolding & Franklin,

1998).



A EM se manifesta por uma série de surtos alternados por periodos de
remissao parcial ou completa, frequientemente seguidos por uma fase de progressao
cronica (Raine & Cross, 1989; Wingerchuk et al.,, 2001). As lesdes variam de
tamanho, com placas de desmielinizagdo ocorrendo preferencialmente no nervo
optico, regides periventriculares, pedlnculos cerebelares e medula espinhal. O
comprometimento de uma regido especifica pode levar a sintomas, como fraqueza
muscular, perda sensorial, parestesias e distlrbios vegetativos, extrapiramidais e
mentais (Poser et al., 1983; Richards et al., 2002).

As principais formas clinicas incluem: surto-remissiva (SR), secundariamente
progressiva (SP) e primariamente progressiva (PP). Na forma SR o0s pacientes
apresentam um curso caracterizado por sucessivos episodios de disfungéo
neurolodgica, podendo deixar sequelas funcionais, seguidos por fases de remisséo
clinica. Um percentual elevado desses pacientes pode evoluir para a forma SP, com
0 progressivo acumulo de alteragBes neurologicas. Na forma PP, a doenca evolui
desde o inicio, de maneira lenta e progressiva, com o acumulo de sintomas
neuroldgicos (Al-Omaishi et al., 1999). O diagndstico € primariamente clinico, sendo
complementado através da ressonancia magnética (RM) e pesquisa de bandas
oligoclonais de IgG no liquido cerebroespinhal (FCE).

A Esclerose Mdltipla tem sido descrita como uma doenga autoimune, na qual
células T CD4+ reconhecem componentes da bainha de mielina, como a
glicoproteina associada a mielina (MAG), proteina bésica da mielina (MBP),
proteolipideo (PLP) e a glicoproteina associada a oligodendrocitos (MOG) (Figura 1).
No entanto, sua etiologia € considerada multifatorial, em que fatores ambientais e

genéticos podem ser responsaveis pela patogenia da doenca (Noseworthy, 1999).



Entretanto, tem sido sugerido que a etapa inicial de um processo inflamatorio
no SNC consiste na migracdo de células T ativadas através da barreira hemato-
encefdlica (BHE), levando a uma amplificacdo da resposta imune através de
diferentes mediadores inflamatdrios, como citocinas, peptideos vasoativos e outras
neurotoxinas, liberados por células ativadas do sistema imune e por células
residentes do SNC, como a microglia (Martino et al., 2000; Kornek & Lassmann,
2003). E o infiltrado inflamatério observado nas lesdes EM constitui principalmente

de linfocitos T, B e macrofagos (Matute & Pérez-Cerda, 2005).

1.2. ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL, MODELO ANIMAL

DA EM

A primeira demonstracdo de um modelo de resposta autoimune em
mamiferos, a partir da imunizacdo com mielina do SNC, ocorreu em 1933 por
Thomas Rivers através de repetidas injecdes de extrato de cérebro e medula
espinhal de coelho em mamiferos. A partir dai foi definido o modelo de
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) (Antel & Owens, 1999). Contudo, a
EAE tem sido caracterizada por uma resposta inflamatéria do SNC mediada por
células T CD4+.

Ha anos o modelo EAE tem sido utilizado para o estudo da EM e esta
associado com uma alteracdo na permeabilidade da BHE, um infiltrado focal
perivascular de células mononucleares, gliose e, em alguns casos, observa-se

desmielinizacdo na regido de substancia branca no SNC (Brown, 2001).



A EAE pode ser induzida por injecao intraperitoneal (i.p) ou subcutanea (s.c)
de peptideos purificados de diferentes componentes da bainha de mielina, como
MBP, PLP e MOG. A transferéncia de células T CD4+ especificas também é capaz
de induzir a doenca em linhagens de roedores e algumas espécies de primata
(Bernard et al., 1997; Bradl & Hohlfeld, 2003; Costa et al., 2003). Uma resposta
imune iniciada na periferia pela injecdo do antigeno associado ao adjuvante completo
de Freud (CFA), rapidamente desenvolve um processo inflamatério no SNC (Genain
et al., 1999; Costa et al., 2003) (Tabela 1).

Na EAE, a doenga pode ser evidenciada através de diferentes sintomas, como
paralisia de cauda e de patas traseiras. Entretanto, as formas clinicas da EAE podem
variar de acordo com o protocolo de inducéo utilizado, ressaltando diferencas entre
0s modelos animais e a EM (Johns et al., 1995; Johns & Bernard, 1999; Bradl &
Hohlfeld, 2003). A indugédo por MBP desenvolve a forma PP da EAE e através de
sequéncias peptidicas do proteolipideo PLP, observa-se a forma SP. A MBP é um
dos principais componentes protéicos da mielina, correspondendo a 30% da mielina
total, e esta presente no SNP e no SNC. Algumas sequéncias peptidicas sao
consideradas mais encefalitogénicas em alguns grupos de pacientes EM (Warren et
al., 1995; Bradl & Hohlfeld, 2003). O PLP & uma molécula hidrofébica expressa
exclusivamente no SNC, como uma proteina transmembranar (Schmidt, 1999;
Kramer et al., 2001).

Uma atencéo especial tem sido dedicada ao modelo de EAE induzido por
MOG. Pacientes com EM tém apresentado uma resposta de anticorpos anti-MOG
mais expressiva quando comparada aos niveis de anti-PLP e anti-MBP (Bernard et

al., 1997; Egg et al.,, 2001; Haase & Linington, 2001). A glicoproteina MOG é



expressa apenas no SNC e esta localizada nos corpos celulares e processos dos
oligodendrocitos e na camada mais externa da bainha de mielina (Kroepfl et al.,
1996). A MOG, com peso molecular de apenas 60KDa, € o menor componente
mielinico, representando apenas 0,01% a 0,05% da proteina total. A sequéncia de
aminoacidos da MOG é altamente conservada entre roedores e humanos, com
aproximadamente 89% de homologia entre as espécies (Van Noort et al., 1997;

Rosbo & Bem-Num, 1998) (Figura 2).
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PEPTIDEO LINHAGEM

MOG 35-55 C57BL/6 e rato Lewis
MOG 92-106 SJL/AI

MBP nativa Rato Lewis
MBP 87-89 SJL/J e SWR/J
PLP 139-151 SJL/J e SWX/J
PLP 178-191 SWX/J

Tabela 1. Sequéncias indutoras do modelo de EAE

O modelo de EAE induzido por MOG foi descrito por Linington, inicialmente em
ratos. E 0o modelo em camundongos da linhagem C57BL/6 induzido por MOG,
peptideo de sequéncia 35-55, pode ser definido como uma doencga crbnica
caracterizada por inflamacdo mediada por células T, B e macrofagos. Os sinais
clinicos podem aparecer em torno do dia 12 ap6s a imunizacdo, podendo progredir
até o dia 20. Tem sido sugerido que células ativadas por MOG entram no SNC e
ativam a microglia capaz de produzir TNFa, levando a indugédo de VCAM e ICAM.
Essas moléculas de adeséo facilitam o trafego de células mononucleares através do
endotélio (Juedes et al., 2000).

A etiologia da EM ainda é desconhecida, mas tem sido mostrada uma forte
associacdo entre infeccdo viral e o desenvolvimento e exacerbacdo da doenca
(Peacock et al., 2003). Modelos de infeccdo por coronavirus (Hepatite) e por virus

Theiler tém sido utilizados para o estudo da EAE, desencadeando um processo de



desmielinizacdo no SNC. Trabalhos recentes tém sugerido uma associacdo entre
infeccdo por gama-herpes virus (EBV) e o risco de adquirir EM. Niveis elevados de
anticorpos anti-EBV foram detectados em mulheres com EM, sugerindo que este
virus possa estar envolvido com a etiologia da doenca, através de um mecanismo de

mimetismo molecular (Ascherio et al., 2001).
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1.3. RECRUTAMENTO DE LEUCOCITOS PARA O SISTEMA NERVOSO

CENTRAL

Leucocitos em repouso ndo sado capazes de romper a BHE. Porém, uma vez
ativados, podem atravessar a barreira independente de sua especificidade
antigénica, mas apenas células T que reconhecem peptideos do SNC persistem e
podem recrutar outras células inflamatérias. Sugere-se que o endotélio cerebral
expresse uma combinacdo de ligantes de adesdo e fatores de ativacdo para
receptores acoplados a proteina G, que permite a regulacdo do processo de
recrutamento de leucécitos para o SNC (Piccio et al., 2002).

Parece provavel que componentes protéicos do SNC possam ter acesso ao
tecido linféide através do CSF e da regido linfatica cervical e, depois de processados
e apresentados, podem estimular uma resposta antigeno-especifica. Fatores
diversos indicam que o SNC possui uma capacidade limitada para a reatividade
imune e inflamatéria. Essa protecdo se da também pelos capilares da
microvasculatura do cérebro. Além disso, 0 SNC possui baixo nivel de expressao de
moléculas de MHC classe Il, que parece ser restrita & microglia ativada e macrofagos
fagociticos (Ransohoff et al., 2003).

O processo de extravasamento de leucécitos consiste numa sequéncia de
etapas controladas por moléculas de adesao, fatores de ativagdo e quimiocinas. As
diferentes etapas da migracao celular consistem em: contato inicial com a parede do
vaso (“tethering”); rolamento ao longo da parede do vaso mediado por selectinas e
seus ligantes carboidratos; ativacdo de integrinas por quimiocinas, levando a adesao

firme, dependente de integrina e outras moléculas de adeséo celular (CAMs); e
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diapedese, quando ocorre a transmigracdo da célula pelo endotélio para o interior do

tecido (Piccio et al., 2002) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de recrutamento de leucocitos através do endotélio.

As selectinas (E e P-selectinas) séo glicoproteinas de membrana que se ligam a
grupos especificos de carboidratos. Os membros desta familia sdo induzidos no
endotélio ativado e iniciam as interacfes leucocito-endotélio através de ligantes
oligossacarideos nos leucocitos. O papel das selectinas tem sido muito estudado,
sugerindo uma importante participacdo no recrutamento celular, principalmente no
processo de rolamento (Kerfoot & Kubes, 2002). Além do endotélio, as plaquetas
também podem expressar P-selectina (Kurose et al., 1997). A etapa de adesao
ocorre a partir da inducdo de moléculas de adesdo celular (ICAM e VCAM) no
endotélio e sua interagcdo com ligantes especificos expressos na membrana dos

leucdcitos, as integrinas (LFA-1, a4, Mac-1, etc). A forte ades&o entre leucocitos e as
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células endoteliais € promovida pela inducdo de ICAM-1 no endotélio e por uma
mudanca conformacional nas moléculas de integrinas pela acdo das quimiocinas,
levando a ativagdo dessas moléculas. (Kubes, 2002; Kerfoot & Kubes, 2002). O
estagio final de extravasamento para o tecido constitui a diapedese, que requer uma
reorganizacao do citoesqueleto.

Estudos in vivo da microcirculagdo de cremaster em camundongos imunizados
com OVA mostraram que a auséncia de P-selectina e ICAM-1 reduziu o rolamento
de leucdcitos (McCafferty et al, 2000). Outros trabalhos mostram uma diminuicdo de
rolamento e adesdo de leucécitos nos vasos da pia mater em camundongos

knockout para P-selectina tratados com TNFa (Carvalho-Tavares et al., 2000).

1.4. PARTICIPACAO DAS QUIMIOCINAS NO MODELO DE EAE

As quimiocinas constituem uma superfamilia de proteinas com baixo peso
molecular (8-14 Kda) que s&o importantes para a migracdo de leucdcitos no
desenvolvimento normal do sistema imune, assim como, na regulagéo da infiltragédo
de células inflamatérias sob condi¢cdes patoldgicas (Proudfoot, 2002; Biber et al.,
2002). Sao produzidas por diferentes tipos celulares, como linfocitos, macrofagos,
neutroéfilos, células endoteliais (Tran et al., 2000). As quimiocinas sao altamente
expressas no SNC inflamado, apresentando uma relagdo temporal com algumas
doencas (Rottman et al., 2000).

A classificacdo das quimiocinas é baseada no numero e disposicdo de

residuos de cisteina conservados na cadeia N-terminal. Desta forma, as familias
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foram agrupadas como C, CC, CXC e CX3C e seus receptores XCR, CCR, CXCR e
CX3CR (Biber et al., 2002). As pertencentes ao grupo CC (B-quimiocinas) sao
caracterizadas por duas cisteinas adjacentes; as do grupo CXC ou CX3C
apresentam um ou trés aminoacidos entre as cisteinas, enquanto que as XC
apresentam apenas um residuo de cisteina (Figura 4). Em humanos, existem 28
guimiocinas do tipo CC, incluindo CCL2, CCL7, CCL11, CCLS8, CCL13, CCL1, CCL5,
CCL3 e outras (Banisor et al., 2005). E os receptores de quimiocinas possuem em
torno de 50% de homologia entre eles e menos de 30% de homologia com outras
classes (Cartier et al., 2005).

As 28 quimiocinas que compdem esse grupo (CCL1-CCL28) interagem com
10 receptores (CCR1-CCR10), sendo que um mesmo receptor pode interagir com
mais de uma quimiocina e uma mesma quimiocina pode se ligar com alta afinidade a
mais de um tipo de receptor desta classe (Murphy et al., 2000; Murphy, 2002) (Figura
5).

A estrutura dos receptores de quimiocinas baseia-se numa cadeia
polipeptidica composta por aproximadamente 350 aminoacidos e, os residuos de
cisteina, que formam as pontes dissulfeto, estdo presentes no dominio N-terminal e
em cada trés voltas extracelulares da molécula. O dominio C-terminal contém
residuos de serina e treonina que séo fosforilados apés ativacéo do receptor (Cartier
et al., 2005).

Esta interacdo de alta afinidade entre uma quimiocina e seu receptor € iniciada

pela ativagdo da proteina G e sua dissociacdo nas subunidades Go e Gfy. A

subunidade Ga induz a ativacéo da via da fosfoinositol 3-quinase (PI3K), enquanto a
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subunidade Gpy ativa a via da fosfolipase C e induz influxo de Ca™™ e ativacdo da
proteina quinase C (PKC) (Banisor et al., 2005). Este aumento transitério de Ca™
intracelular tem sido bastante descrito como efetivo na estimulacdo de outras
quimiocinas (Cartier et al., 2005).

Além das fung¢Bes no recrutamento de leucdcitos, as quimiocinas também
podem atuar na regulacdo e na polarizacdo da resposta imune, apoptose,
angiogénese, mitose, metastase tumoral, cicatrizacdo de feridas e secrecdo de
citocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs), radicais livres, 0Oxido nitrico

(D’Ambrosio et al., 2003; Mahad et al., 2005; Banisor et al., 2005).
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No SNC, ceélulas residentes, como astrocitos, oligodendrécitos, microglia e
neurbnios sdo capazes de expressar receptores funcionais de quimiocinas.
Entretanto, essa expressao €, preferencialmente, induzida por um estimulo
inflamatorio (Biber et al., 2002). Por exemplo, trabalhos tém mostrado que as
guimiocinas CCL2, CCL3, CXCL10 e CCL21 podem ser induzidas a expressdo em
neurénios sob condi¢cbes de degeneracdo neuronal e, que essas moléculas séo
capazes de atrair leucocitos que migram através da BHE. Esses dados mostram uma
possivel participacdo das quimiocinas na ativacdo de uma resposta inflamatoria
cronica dentro do SNC (Biber et al., 2002; Banisor et al., 2005). No modelo EAE foi
mostrado que camundongos knockout para CCR2 nao desenvolvem sinais da
doenca (Biber et al, 2002).

O receptor CCR2, que responde predominantemente a quimiocina CCL2, é
expresso em humanos por quase todos os monadcitos e, cerca de 15% de células T
CD4+ na circulagdo sdo CCR2" e também expressam marcadores de ativacdo
cronica, como CD26. Estudos mostraram que pacientes com EM apresentaram
menos CCL2 no liguor quando comparados com pacientes com desordens
neurologicas nao inflamatoérias, no entanto, niveis elevados de CCL2 foram
detectados nas lesdes do SNC, sugerindo a hipotese de que CCL2 seja consumido
por células migrantes CCR2" (Mahad et al., 2005; Moreira et al., 2006).

Andlises da expressao de RNA mensageiro para quimiocinas em biopsias de
tecido cerebral de pacientes portadores de EM demonstram um aumento das
guimiocinas CCL3, CCL4, CCL5 e dos receptores CCR1 e CCR5 (Baranzini et al.,
2000; Boven et al., 2000). Além disso, uma producéo elevada da quimiocina CXCL10

foi verificada no cérebro de pacientes com meningite viral e EM (Proudfoot, 2002).
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Contudo, esses dados mostram a participagdo das quimiocinas em diferentes
patologias , assim como na EM, e a importancia de novos estudos que propiciem um
maior esclarecimento quanto aos mecanismos envolvidos na ag¢do quimiotatica
dessas moléculas.

Além da interacdo de alta afinidade com receptores especificos, as
quimiocinas também podem se ligar a glicosaminoglicanos (GAGs) de superficie
celular no endotélio vascular e na matriz extracelular (Kuschert et al., 1999; Johnson
et al., 2004). Tem sido sugerido que esta interacdo inibe a difusdo das quimiocinas
localmente produzidas e, consequentemente, promove a formacdo de um gradiente,
por imobilizacdo dessas quimiocinas. A migracao celular parece requerer este
processo de imobilizacdo de quimiocinas e, desta forma, os GAGs sdo capazes de
modular a apresentacdo da quimiocina ao seu receptor especifico, aléem de impedir
uma clivagem proteolitica (Figura 7), (Kuschert et al., 1999; Proudfoot et al., 2000;
Proudfoot et al, 2003; Johnson et al., 2004).

Os GAGs séo biomoléculas formadas pela fusdo de um nucleo protéico a
polimeros lineares de carboidratos geralmente compostos pela unido glicosidica
entre mondmeros de acido urbnico, que pode estar na forma de &cido idurénico ou
glicurdnico, com N-acetil-glicosamina ou N-acetil-galactosamina em graus variaveis
de O- ou N-sulfatacdo, o que confere ao grupamento carboidrato a possibilidade de
uma diversidade estrutural superior a das proteinas (Sasisekharan & Venkataraman,
2000). Além disso, os GAGs usualmente se associam a proteinas, formando
proteoglicanos (Johnson et al., 2004). E, os mais importantes sdo o sulfato de

heparana (HS), a heparina (Hep), o sulfato de dermatana (DS), o sulfato de

20



condroitina (CS) e o acido hialurénico (Sugahara et al., 2003; Lau et al., 2004)

(Figura 6).
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Figura 6. Estrutura das glicosaminoglinas e proteoglicanos (Taylor &

Gallo, 2006)
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A ligacdo de quimiocinas a GAGs é essencialmente determinada por
interacdo eletrostatica entre residuos basicos carregados positivamente, como
arginina e lisina, das quimiocinas e grupos carboxilados e sulfatados carregados
negativamente dos GAGs (Martin et al.,, 2001). Esta interacdo de baixa afinidade
entre quimiocinas e GAGs tem sido demonstrada tanto in vitro quanto in vivo
(Kurschert et al., 1999; Johnson et al., 2005). Quimiocinas modificadas que perderam
seu sitio de ligacdo a GAGs nao foram capazes de promover a migracao celular in
vivo quando comparados com as quimiocinas em sua forma integra (Johnson et al.,
2005).

Estudos tém sido realizados a fim de elucidar essa possivel especificidade de
ligacdo entre as moléculas de quimiocinas e as GAGs. Um estudo demonstrou que
uma mutacdo no dominio de ligacdo da quimiocina CCL5 a heparina foi capaz de
reduzir em 80% a capacidade de ligacao. Visto que a expressdo de GAGs é regulada
no sitio de inflamacgéo, este fato pode ser um dos meios pelo qual o recrutamento &
alcancado (Proudfoot et al., 1999; Proudfoot et al., 2001).

A exibicdo de uma atividade quimiotatica implica na necessidade do
estabelecimento de um gradiente de concentracdo. Entretanto, considerando as
condi¢cdes permanentes de fluxo sanguineo e/ou linfatico, seria impossivel manter
um gradiente de concentracao de quimiocinas por periodo apreciavel in vivo, se ndo
houvesse meio da imobilizacdo deste grupo de mediadores a outras moléculas
insoluveis. Os GAGs fornecem um meio de estabelecimento deste gradiente na
matriz extracelular e no endotélio de vasos de tecidos inflamados, pela afinidade que

tém pelas quimiocinas (Tanaka et al., 1993; Kurschert et al., 1999). Deve-se
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considerar que a composi¢cdo de proteoglicanos de superficie celular depende da
localizacdo e do tipo de endotélio, 0 que deve controlar as quimiocinas que podem
ser imobilizadas em diferentes focos da inflamacdo. Logo, é possivel que a interagédo
com GAGs possa modular a cinética de interacdo da quimiocina com o seu receptor
(Kuschert et al.,, 1999). Estudos in vitro tém demonstrado que as quimiocinas
possuem afinidades diferentes por GAGs e, que esta interacdo pode afetar a
oligomerizagdo das quimiocinas e, portanto, seu papel via receptor transmembrana
(Hoogewerf et al., 1997; Ali et al., 2000).

Além das moléculas de GAGs associadas ao endotélio, GAGs solluveis sédo
encontradas em numero razoavel e, estas sdo capazes de reduzir o nivel de
inflamacao em modelos animais (Proudfoot et al., 2001). Sugere-se que a quimiocina
livre pode interagir reversivelmente com receptores transmembrana e direcionar uma
resposta celular. Mas, se a quimiocina estd complexada com GAG soluvel, este
complexo pode inibir a ligacdo da quimiocina com seu receptor (Proudfoot et al.,
2001). Portanto, o sistema de interacdo quimiocina-GAG pode ser mais complexo do
gue se conhece e o0 seu envolvimento com o processo de migragao celular ainda
mais criterioso.

A quimiocina CCL2 tem recebido uma atencdo especial quanto a sua
participacdo em diferentes patologias. E sua estrutura molecular tém sofrido
alteracdes quanto a residuos de aminoacidos associados ao sitio de ligacdo ao
receptor ou sitio de ligacdo a GAGs, como prolina, valina, treonina e tirosina, sendo
substituidos por alanina, na tentativa de melhor discernir o mecanismo de acdo. Uma
dessas proteinas modificadas da CCL2 refere-se a proteina mutante P8A, [alanina-

8]-CCL2. A mutacédo da prolina por alanina na posi¢cdo 8 da molécula de CCL2 gera
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um analogo que € um mondmero. Este mutante se liga ao receptor CCR2, exibe
atividade quimiotética in vitro, inibe adenil ciclase e estimula influxo de calcio com a
mesma afinidade e poténcia selvagem, no entanto, ndo induz migracao celular in vivo
(Paavola et al., 1998). Esta proteina P8A corresponde ao farmaco utilizado neste
trabalho.

Trabalhos tém sugerido que a dimerizagdo da molécula de CCL2 é requerida
para sua interacdo com receptor e, posterior, transducéo de sinal intracelular (Zhang
& Rollins, 1995; Paavola et al.,, 1998). Uma vez identificados os aminodacidos
importantes para a ligagdo de quimiocinas a GAGs, esses se tornam alvos para o
desenvolvimento de mutantes deficientes na oligomerizacdo ou ligagdo a GAGs.

O requerimento de uma forma dimerizada da quimiocina CCL2 para uma
ligacdo de alta afinidade com o seu receptor especifico ndo foi totalmente elucidado,
porém, ainda € sustentada a hipotese de que o processo de oligomerizacdo €
necessario para o evento quimiotatico promovido pelas quimiocinas. Além disso, foi
evidenciado que a remocao de GAGs pelo tratamento com glicosidase causou uma
reducdo na ligagdo de quimiocinas com receptores especificos (Lau et al., 2004).

Algumas quimiocinas como CXCL8 (Rajarathnam et al., 1994), CCL2 (Paavola
et al., 1998), CCL3 (Laurence et al., 2000) e CCL5 (Proudfoot et al., 2003), apesar de
interagirem com seus receptores na forma monomérica sdo encontradas na forma de
dimeros, tetrAmeros e/ou oligbmeros de ordem superior e que esta oligomerizagéo
ndo so € facilitada pela presenca de GAGs presentes na matriz extracelular e na
superficie de células endoteliais (Hoogewerf et al., 1997; Ali et al., 2000) como é

essencial para sua atividade in vivo (Lau et al., 2004).
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1.5. SISTEMA CININA-CALICREINAS E POSSIVEL PAPEL NO MODELO DE

EAE

As cininas constituem peptideos formados no plasma e em tecidos periféricos
em resposta a ativacdo de uma classe de enzimas denominadas calicreinas, atuando
em substratos cininogénios. As cininas atuam sobre diferentes mecanismos
fisiolégicos, incluindo o controle da pressédo arterial, contracdo de musculo liso ou
relaxamento, permeabilidade vascular e mecanismo de transmisséo da dor (Ferreira
et al.,, 2002). As acdes das cininas sdo mediadas através da ativacdo de dois
subtipos de receptores acoplados a proteina G, B; e B, com sete dominios
transmembrana. Receptores B; sdo pouco expressos em tecidos normais
(saudaveis), mas sua expressao pode ser aumentada sob condi¢cdes particulares,
como injuria e infeccdo. Por exemplo, o tratamento com LPS ou citocinas como IL-13
pode induzir a expressado do receptor B; (Noda et al., 2003). Por outro lado, a
bradicinina e a calidina exibem alta afinidade por receptores B, que sdo expressos
constitutivamente e distribuidos através dos tecidos (Marceau et al., 1998; Calixto et
al., 2000; Marceau & Regoli, 2004).

Uma vez formadas na periferia, as cininas ativam fibras A e C nos nervos
sensoriais, produzindo dor, hiperalgesia ou alodinia, tanto em humanos quanto em
modelos experimentais (Dray & Perkins, 1997). Além disso, acredita-se que as

cininas exercam um papel indireto sobre o processo inflamatorio a partir da liberagédo
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de mediadores proé-inflamatorios e hiperalgésicos. (Dray & Perkins, 1997; Calixto et
al., 2001).

A bradicinina (BK), principal componente cinina, constitui um peptideo com
nove residuos de aminoéacidos, sendo positivamente carregado. Além de sua
estrutura primaria, seus metabdlitos também sdo capazes de interagir com o0s
receptores B; e B,. Em mamiferos foram identificas trés cininas importantes: BK, Lys-
BK ou calidina e des-Arg-BK (Marceau & Regoli, 2004) (Figura 8). A BK é um
mediador inflamatério e vasodepressor, produzido durante um trauma, sendo um
essencial componente na mobilizacdo de Ca®" intracelular (Noda et al., 2003). E
também é conhecida por sua funcdo antagonista da angiotensina Il e comunicacao
direta com receptores da angiotensina Il tipo 1 (AT;) nas células de musculo liso
(Marceau & Regoli, 2004).

Trabalhos tém demonstrado a participacdo do receptor B, nos sinais cardinais
da inflamagéo aguda, incluindo aumento de permeabilidade vascular, vasoconstricdo
e dor através da ativagdo de nervos sensoriais temporarios (McLean et al., 2000).
Entretanto, os efeitos antinflamatérios de B; incluem promocdo do trafico de
leucécitos, edema e dor. O receptor B, calicreinas e cininogénios foram encontrados
na superficie de neutrofilos circulantes e sinoviais, demonstrando um possivel papel
efetor do sistema cinina no sitio de inflamacdo (Aradjo et al., 2001). Contudo, tem
sido sugerido que receptores B, estdo envolvidos na fase aguda da inflamacéo e
resposta da dor, ao passo que, B; participa da fase cronica da resposta inflamatoria
(Dray & Perkins, 1997).

Além de tecidos periféricos, a bradicinina exerce atividades fisiolégicas no

SNC (Hall & Geppetti, 1995; Schwaninger et al., 1999). Entretanto, a participacdo da

27



BK durante a EM e no modelo EAE ainda néo foi esclarecida. Um trabalho mostrou
que a expressao do receptor B; foi aumentada em células T derivadas de sangue
periférico de pacientes EM. Mais tarde, o mesmo grupo demonstrou que esse
aumento da expresséo de B; ocorria durante a fase de surto da doenca (Prat et al.,
1999; 2005). Esses dados sugerem que a ativacdo de receptores B; e B, pode
compreender um importante mecanismo de regulacdo do sistema imune durante o
desenvolvimento da EM e, também, no modelo de EAE.

Tem sido aceito que o rolamento de leucdcitos é dependente da interacao de
selectinas e sua firme aderéncia na parede dos vasos é dependente da interacdo de
integrinas com seus receptores. E uma das primeiras evidéncias de participacdo do
sistema cinina surge ao demonstrar in vitro a expressao de P-selectina em células
endoteliais sob a estimulacdo por bradicinina (Lehmberg et al., 2003). Entretanto, o
papel da bradicinina sobre o recrutamento de leucécitos para o SNC no modelo de

EAE ainda nao foi investigado.
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A Esclerose Multipla, doenca desmielinizante do SNC, tem sido caracterizada
por uma resposta inflamatéria cronica atribuida a presenca de células T CD4+
autoreativas a componentes da bainha de mielina. E, o modelo de EAE em roedores
tem sido utilizado por melhor representar a patogenia da EM, com intenso influxo de
leucocitos ativados para o SNC. Portanto, uma das hipoteses mais aceita para a
patogenia da EM e de seu modelo animal EAE é baseada numa ativacdo de
linfécitos T CD4+ na periferia contra componentes da mielina. Uma vez ativados,
esses linfécitos atravessam a BHE, desenvolvendo uma resposta inflamatéria dentro
do SNC, com a participacdo de outras células que serdo ativadas, como microglia e
astrocitos e, diferentes mediadores inflamatdrios, como citocinas, neurotoxinas, 6xido
nitrico e outros.

Desta forma, o processo de transmigracdo celular através da BHE constitui
uma das etapas mais importantes durante o desenvolvimento da doenca, culminando
na destruicdo da bainha de mielina e lesdo axonal. Visto que a interagéo leucdcito-
endotélio ocorre a partir de uma complexa rede molecular, € de extrema importancia
a avaliacdo da participacdo das diferentes moléculas liberadas localmente durante as
etapas do processo de migracdo celular, incluindo as moléculas quimiotaticas e

peptideos vasoativas, como as cininas.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel das quimiocinas e dos receptores de bradicinina, B; e B, sobre o

processo de recrutamento de leucOcitos na microvasculatura cerebral de

camundongos com EAE induzida com MOGgss.s5 , assim como no desenvolvimento da

doenca.

2.1. Objetivos especificos:

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.1.4.

2.1.5.

2.1.6.

Caracterizar o modelo de EAE induzido por MOGg3s.s5 através do estudo de
diagndéstico clinico e analise histopatologica.

Analisar in vivo o recrutamento de leucocitos na microvasculatura cerebral
através dos parametros rolamento e adeséo pela técnica de microscopia
intravital.

Analisar a producdo de citocinas e quimiocinas em extrato de cérebro,
assim como, avaliar seu papel durante o recrutamento leucocitario, através
do tratamento com anticorpos especificos.

Avaliar o papel da quimiocina CCL2 através do tratamento com sua
proteina mutante P8A durante o recrutamento de leucocitos para o SNC.
Investigar o papel dos receptores B; e B, da bradicinina durante o
desenvolvimento da EAE através da analise clinica e histoldgica.

Analisar in vivo o papel dos receptores B; e B, da bradicinina sobre o
recrutamento de leucécitos na microvasculatura cerebral de camundongos

com EAE.
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2.1.7. Investigar o papel dos receptores B; e B, na regulacdo da producéo de
citocinas e quimiocinas em extrato de cérebro de animais B;”, B, com
EAE, utilizando o método de ELISA .

2.1.8. Avaliar a expresséao do receptor B; em extrato de cérebro de camundongo

com EAE WT e Bz"' através da técnica de RT-PCR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos fémeas,
da linhagem C57BL/6 com idade entre 9-11 semanas obtidos do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEBIO-ICB-UFMG). Foram utilizados também animais knockout para o gene
dos receptores B; e B, da bradicinina da linhagem C57BL/6 x sv129, esses foram
cedidos pelo Prof. Jorge Luiz Pesquero, do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
ICB, UFMG. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica da UFMG.

3.2. Reagentes e anticorpos

Peptideo MOG, sequéncia 35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK; Auspep)
foi sintetizado pelo Dr. Luiz Juliano, Escola Paulista de Medicina (lote 1) e pelo Dr.
Claude Bernard, La Trobe university, Victoria, Australia (lote 2).

Albumina de soro bovino (BSA), orto-fenilenodiamino (OPD), tetra metil di-
hidrocloreto de benzidina (TMB), brometo de metilamoénio (HTAB) e Adjuvante
Completo de Freund (CFA) foram obtidos pelo Sigma Chemical Co.

Solucéo de extracdo de citocinas: NaCl 0,4M, Tween 20 0,05%, BSA 0,5%,
Fluoreto de fenil metil sulfénico (PMSF), cloreto de benzet6nico (BC) 0,21mM, EDTA

10mM e aprotinina 20KI.
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Fluido cerebroespinhal artificial (FCE), composi¢cado idbnica em mmol/L: NaCl
132, KCI 2.95, CaCl; 1.71, MgCl, 0.64, NaHCOg3; 24.6, dextrose 3,71 e urea 6.7, pH
7.4, at 37°C.

Anticorpos policlonais anti-murino, anti-CCL2 e anti-CCL5: cedidos pelo Dr.
N.W. Lukacs (University of Michigan, Ann arbor) e previamente testados no bloqueio
efetivo das respectivas proteinas (Lukacs et al., 1997; Chensue et al., 1999; Coelho
et al., 2002).

Quimiocina CCL2 e sua proteina mutante P8A, [Alanina-8]-CCL2, que sofreu
uma substituicdo do residuo de prolina por uma alanina na posi¢cdo 8 na molécula

(Serono Pharmaceutical S.A).

3.3. Inducédo do modelo de EAE em camundongos

A Encefalomielite Autoimune Experimental, modelo animal da Esclerose
Multipla, foi induzida em camundongos fémeas, das linhagens C57BL/6 e C57BL/6 x
sv129 (9-11 semanas) por injecdo subcutanea (s.c) de 100ul/animal da emulséo,
contendo (v/v): peptideo MOG 3555 sequéncia MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK,
100ug/animal em PBS 1X e Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco, St. Louis,
MO), 4mg/ml em Adjuvante Completo de Freud (CFA). E, uma injec&o intraperitoneal
(i.p) de Pertussis toxina, 300ng/200ul/animal em PBS 1X, foi administrada no

momento da indugédo e uma segunda dose 48 horas depois.
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Injecéo s.c. de emulsédo: MOG 3555 (100ug) +
CFA + M. tuberculosis (4ma/ml)

C57BL/6 fémeas

(9-11 semanas)
Injecao i.p. de Pertussis toxina (300ng/200ul);

1% dose na inducéo e 2% dose 48h depois

Figura 10. Protocolo de inducédo do modelo murino EAE

3.4. Avaliacdo do desenvolvimento clinico da EAE

Os animais, apds imunizagcdo com epitopo especifico MOGszsss, foram
monitorados diariamente quanto as manifestacbes clinicas da doenca. Para a
avaliagdo do grau de severidade da EAE, os animais foram classificados segundo

uma escala de pontuacéo clinica previamente descrita (Kerfoot & Kubes, 2002).
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Tabela 2. Escala de severidade clinica do modelo murino de EAE.

Escala Sinais clinicos da doenca

0 Sem sinais clinicos

1 Paralisia da cauda

2 Paralisia da cauda e fraqueza nas patas posteriores

3 Paralisia de pata posterior

4 Paralisia de pata posterior e fragueza nas patas anteriores

(Kerfoot & Kubes, 2002)

Os animais também foram avaliados quanto a perda de peso corporal. Logo,
foram pesados antes do processo de inducdo e apds o aparecimento dos sinais

clinicos pertinentes ao modelo.

3.5. Microscopia intravital na microvasculatura cerebral

A técnica de microscopia intravital foi utlizada para visualizagdo da
microvasculatura cerebral de camundongo.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina (10mg/kg,
Rompun®, Bayer) e Ketamina S+ (200mg/kg, Cristélia, SP) injetada via i.p. A veia da
cauda foi canulada para administracdo de substancia fluorescente, como Rodamina
6G, reagentes experimentais e volume adicional de anestésico. A Rodamina 6G foi
utilizada pela capacidade de marcar leucdcitos, permitindo a visualizagdo mesmo na
presenca de uma velocidade de fluxo alta. A temperatura corporal foi continuamente

monitorada através de um sensor introduzido no reto do animal e mantida a 37°C
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com ajuda de uma manta térmica (Fine Science Tools, Vancouver, Canada). Para a
visualizacdo dos vasos sanguineos na regido das meninges, foi realizada uma
craniotomia na regido parietal, utilizando uma mini-broca. Desta forma, a dura-méter
foi removida e os vasos da pia-mater foram visualizados (Figura 11). Durante o
procedimento, a superficie do cérebro foi superfundida com uma solucéao artificial de
FCE e todos os experimentos foram realizados durante um periodo maximo de 1
hora.

Para a avaliacao do processo de recrutamento de leucécitos nos vasos da pia-
mater, 0os animais receberam, inicialmente, uma injecdo de rodamina 6G (0,3 mg/kg)
para marcacao dos leucécitos. A fluorescéncia associada ao corante foi visualizada
por epi-iluminagcdo a 510-560nm, usando um filtro de emissdo de 590nm. Um
microscépio (Olympus BX40) com objetiva de 20X, correspondendo a 100um? de
area, foi utilizado para observar os eventos de rolamento e adesédo celular na parede
dos vasos. Uma camera de video (Optronics) instalada ao microscopio projetava a
imagem em um monitor e as imagens eram, entdo, gravadas em video-cassete
(VHS, Semp Toshiba, modelo x685) para posterior contagem do numero de
leucécitos em rolamento e aderidos na parede dos vasos. Foram considerados
aderidos os leucécitos que permaneceram estacionados no endotélio vascular por
um periodo minimo de 30 segundos, enquanto que o rolamento foi considerado para
os leucocitos que migravam da regido central para a margem do vaso e se moviam a
uma velocidade menor que a velocidade dos eritrocitos. Foram avaliados quatro a
cinco vasos sanguineos por animal e os resultados de rolamento e adesdo foram

expressos como numero de células/min.
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3.6. Avaliacdo in vivo do recrutamento de leucocitos apos o tratamento com
anticorpo anti-CCL2 e anti-CCL5

Camundongos C57BL/6 com EAE foram tratados com uma inje¢éo i.p. (300
ul/animal) de anticorpo policlonal anti-CCL2 murino e anti-CCL5 murino, duas horas
antes do procedimento de microscopia intravital. Estes anticorpos sao efetivos no
blogueio das respectivas proteinas e tém sido testados em varios sistemas in vivo

(Lukas et al., 1997; Chensue et al, 1999; Coelho et al., 2002).

3.7. Tratamento com a quimiocina CCL2 e sua proteina mutante P8A
Camundongos fémeas C57BL/6 com EAE receberam tratamento com a
proteina mutante P8A e com a quimiocina CCL2, de acordo com quatro diferentes
protocolos experimentais.
Protocolo 1: Este protocolo experimental correspondeu ao tratamento com a
proteina P8A e foi realizado em dois grupos (n=6/grupo), um recebeu o tratamento
durante 5 dias, antes do aparecimento dos sinais clinicos da doenca (T1) e, o outro
grupo foi tratado durante 5 dias a partir dos primeiros sinais (T2). Este calendario foi
baseado em ensaios prévios, em que 0s sinais clinicos foram observados em torno
do dia 12 apos a imunizagdo com o peptideo MOGss.55, com um pico de deficiéncia
neuroldgica no dia 14. O primeiro tratamento foi realizado com doses diérias de 10 e
30ug via s.c. de P8A em 200ul de PBS 1X. A partir dos primeiros resultados, o
tratamento seguiu com doses de 30ug/dia/animal via s.c. A partir deste tratamento foi

avaliado o perfil clinico de cada grupo.

42



Neste protocolo, foi realizada microscopia intravital da microvasculatura
cerebral para analise dos parametros de rolamento e adesdo. Os animais (n=6)
receberam um tratamento com 30ug/ i.p de P8A, 1 hora antes do procedimento.

Protocolo 2: O segundo protocolo experimental foi realizado em trés grupos
de animais (n=6/grupo). O grupo de tratamento T1 recebeu uma dose Unica de 30ug
s.c de P8A no dia 10 apds inducdo da doenga; o grupo T2 recebeu a mesma dose a
cada dois dias, 10, 12 e 16 ap6s inducdo e o grupo T3 recebeu dose diaria durante 5
dias a partir do dia 10. A partir do tratamento foi avaliado o perfil clinico de cada
grupo.

Protocolo 3: Neste protocolo foram envolvidos 3 grupos de tratamento
(n=5/grupo). O grupo T1 recebeu 30ug/dia s.c de P8A, o grupo T2 recebeu a mesma
dose da quimiocina CCL2 e o grupo T3 recebeu dose unica de 30ug s.c de CCL2.
Ambos os tratamentos foram iniciados no dia 10 apos a inducédo de EAE e realizados
durante cinco dias.

Protocolo 4: Neste protocolo foram analisados os parametros de rolamento e
adesao leucocitaria na microvasculatura cerebral através da microscopia intravital. O
grupo T1 foi tratado com 30ug s.c da proteina P8A e o grupo T2 foi tratado com a
mesma dose de CCL2. Ambos os grupos (n=5/grupo) receberam o tratamento 1 hora
antes do procedimento de microscopia intravital.

Todos os protocolos de tratamento foram acompanhados de grupos controle

gue receberam o mesmo volume de PBS 1X s.c.
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3.8. Preparo do extrato de cérebro

Apés o procedimento de microscopia intravital, o cérebro foi removido e
estocado a -20°C. Para obtencdo do extrato cerebral, cada hemisfério foi
homogeneizado numa solugdo adequada de extracdo (100mg/ml), utilizando o
homogenizador Ultra-Turrax. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
10.000rpm/10min a 4°C e os sobrenadantes recolhidos e estocados a -20°C, para

posterior analise.

3.9. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para medida dos niveis de citocinas e
guimiocinas no extrato cérebro

O ensaio Imunoenzimatico foi realizado a partir do sobrenadante de extrato de
cérebro obtido conforme procedimento acima. A concentracdo utilizada para os
anticorpos e reagentes foi baseada nos protocolos dos fabricantes (R&D Systems, e
Pharmingen). Placas de 96 pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville, IL) foram
inicialmente, recobertas com anticorpo purificado, 100ul/pogco em PBS 1X pH 7,4,
especifico para a molécula em analise (TNFa, IFNy, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10) e
incubadas por 18 horas a 4°C. Numa segunda etapa, as placas foram lavadas em
PBS 1X acrescido de Tween 20 e blogueadas em BSA 1% em PBS 1X (200ul/poco)
por 2 horas sob agitacdo. Amostras do sobrenadante de extrato de cérebro diluidas
1:3 em BSA 1% PBS foram adicionas em duplicada (100ul/poc¢o), seguindo de
incubacdo 18 horas a 4°C. Posteriormente, foi adicionado anticorpo especifico
biotinilado e, apds 1 hora, foi utilizada uma solugdo de streptavidina acoplada a

enzima peroxidase (HRP, 1:4000) numa concentracdo de 5ul/ml, seguindo de
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incubacdo por 20 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. A reacdo foi
desenvolvida pela adicao de 100ul/pog¢o do cromégeno OPD 4mg/ml, contendo H,O,
(2n) em tampao citrato pH 5,0 e a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 492nm. A

concentracao referente a cada amostra foi calculada a partir de uma curva padréao

correspondente.

3.10. Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

O ensaio de MPO foi utilizado para avaliar a presenca de neutréfilo no cérebro
de camundongo. O tecido cerebral, correspondente a um hemisfério, foi removido e
homogeneizado (Ultra-Turrax) em tampéo adequado pH 4,7, contendo: NaCl 0,1
mol/L, NaPO, 0,02 mol/L e Na-EDTA 0,015 mol/L, 100mg/1,9ml. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 10.000rpm/10min/4°C, o sobrenadante desprezado e
o pellet foi exposto a 1,5ml de solugéo hipoténica (NaCl 0,2%), apds 30 segundos foi
adicionado o0 mesmo volume de uma solucdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%.
Apos centrifugacao, o pellet foi ressuspendido em tamp&do NaPO4 0,05 mol/L pH 5,4,
contendo HTAB 0,5% e re-centrifugado. Aliquotas de 1mL foram transferidas para
microtubos, passando por 3 ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e, novamente, centrifugadas a 10.000 rpm/15min/4°C.

O ensaio foi realizado numa placa de 96 pocos com adicdo de 25ul de cada
amostra e 25ul do cromogeno TMB 1mmol/L, seguido de incubacédo a 37°C/5min.
Posteriormente, foi adicionada solugdo de NaPO, 0,08M e 100ul de H,0;
(0,5mmol/L) com mais uma incubacdo 37°C/Smin. A atividade da enzima

mieloperoxidase foi avaliada por medida espectrofotométrica a 450nm e a
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concentracdo obtida a partir da curva padrdo, previamente estabelecida através de

amostras de neutrofilos purificados.

3.11. Transcriptase Reversa — Reacao de Polimerizagcdo em Cadeia (RT-PCR)
3.11.1. Extracdo de RNA total de cérebro de camundongo

O tecido cerebral, correspondente a um hemisfério, foi removido,
homogeneizado em Trizol (Gibco, BRL), 100mg/ml, e incubado por 15 minutos a 4°C.
Em cada amostra foram adicionados 200ul de cloroférmio/mL de Trizol, seguindo
com uma homogeneizacdo de 15 segundos, em vortex, e incubacdo de 2-3 minutos
a 4°C. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 10.000rpm/15min a 4°C. A fase
aquosa foi, entdo, coletada e transferida para outro tubo contendo isopropanol 500ul/
ml de Trizol e, novamente, o material foi homogeneizado, incubado por 10min a 4°C
e centrifugado a 10.000rpm/10min a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido e o pellet lavado com 1 mL de etanol a 75% e submetido a uma nova
centrifugacdo 5000rpm/5min a 4°C. O RNA, depois de seco, foi ressuspendido em
50ul de agua (livre de RNAse). Uma diluicdo da amostra (1:200) foi utilizada para a
dosagem do RNA em espectrofotdmetro a 260 e 280nm e, o material foi indicado
para uso quando a razdo entre 260/280nm estava entre os valores 1 e 2. Para

estabelecer a concentragdo do RNA extraido, foi utilizada a leitura em 260nm.

3.11.2. Transcricao reversa do RNA para obtencdo do cDNA
Em um tubo contendo 1ug de RNA (5ul), foi adicionada uma mistura contendo:

1ul de Oligo dT (500ng/ml; Gibco BRL); 0,2 ul de RNAsin (inibibor de RNase, 40U/pl,
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Promega Biotech); 1,8 ul de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP; 0,2mM cada,
oligonucleotideos para a formacédo da fita de DNA complementar); 2,5 ul do tampéo
Tris-HCI (50mM , pH 8,3, Gibco BRL); e 1,0ul da enzima transcriptase reversa
(100U/ul). Esta enzima € uma DNA polimerase dependente de RNA que estende a
fita de cDNA no sentido 5'— 3’, sem o dominio de clivagem do RNA, o que a torna
mais eficiente. A reacdo ocorre em um termociclador a temperaturas previamente
ajustadas, e apds a sintese do cDNA, este é acrescido com 87,5ul de H,O estéril

para um volume final de 100yl.

3.11.3. Reacdao de polimerizagdo em cadeia - PCR

A amplificacdo do material obtido foi realizada em microtubos a partir de 1ul de
cDNA e uma mistura contendo: 0,8ul de dNTPs (0,2mM cada); 1,0 ul de tampéao Tris-
HCI (10mM, pH 8,3, Gibco BRL); 1,0 ul de cada par de primer (sense e antisense,
5pM/ul cada) especifico para a molécula analisada; 0,05ul da enzima Tag DNA
polimerase (5U/ml) e 6,15ul de agua estéril. O material foi amplificado em ciclos de:
desnaturacgao inicial (95°C/3min); segunda desnaturacdo (94°C/1min); anelamento
(58°C/1min); polimerizacdo da fita (72°C/2min) e uma extenséao final (72°C/7min). O
namero de ciclos pode variar de acordo com o tamanho da molécula estudada, como
segue: hypoxantina fosforibosil transferase (HPRT), sense 5 GTTGGATA
CAGGCCAGACTTTGTTG-3', antisense 5-GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3',
162pb, 58°C, 32 ciclos, usado como gene constitutivo, receptor B;, sense 5'-
AACCGCTTCAACTGGCCC- 3, e antisense 5- AGACATAAATCAGTGGGTTC-3,

646pb, 59°C, 34 ciclos.
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A separacdo do produto amplificado foi realizada através de eletroforese em
gel de poliacrilamida em tambao borato-EDTA (TBE) 5X. Uma mistura contendo 5ul
da amostra e 6ul do corante (azul de bromofenol 0,025%), foi aplicada no gel. Para
uma analise qualitativa, foi utilizado um padrdo de peso molecular. O gel foi
submetido a uma voltagem de 100V por 1 hora em tampé&o TBE 1X. Posteriormente
o gel foi corado em solugéo de nitrato de prata, permitindo a visualizagdo das bandas

correspondentes.

3.12. Andlise histopatoldgica

Para o estudo histopatologico foram utilizadas amostras de cérebro, medula
espinhal e cerebelo. Apds a remocao, as amostras foram rapidamente colocadas em
solucéo de formalina 10% para fixacdo do tecido. O ensaio foi prosseguido com uma
técnica de coloracdo em que seguimentos de 4um foram marcados com hematoxilina
e eosina (H&E) e analisados em microscépio (Axioplan I, Zeiss). Foram avaliados
cortes referentes a regides perivasculares da pia mater nas meninges e do

parénquima cerebral com enfoque na presenca de infiltrado inflamatério.

3.13. Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + EPM. Para andlise estatistica
foram utilizados os testes t-student e One-Way ANOVA, complementados com o
teste Bonferroni para comparacdes multiplas. A significancia estatistica considerou

valores de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo do desenvolvimento clinico e inflamatério do modelo murino de

EAE induzido por MOG 3555

4.1.1. Avaliacgao clinica e histopatologica

ApG6s a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6 por imunizagdo com o peptideo MOG 3s.55., 0 desenvolvimento clinico da
doenca foi acompanhado diariamente e os resultados apontados nos dias 7, 14 e 21
apos a inducdo. Os sinais clinicos foram observados a partir do dia 10, sendo que o
pico de manifestacdes clinicas ocorreu em torno do dia 14. A partir deste dia, néo foi
observada piora no quadro clinico, assim como novas manifestacdes de deficiéncia
neuroldgica, permanecendo estavel até o dia 21 (Figura 12a). Os resultados foram
expressos como valor maximo alcancado baseado em uma escala de severidade
clinica previamente descrita (Kerfoot & Kubes, 2002). Em concordancia com o
qguadro clinico observado, uma perda acentuada de peso ocorreu em torno do dia 14
apos a inducéo (Figura 12b).

A analise histopatoldgica, realizada a partir de cortes do cérebro, mostrou um
marcante infiltrado inflamatério composto, predominantemente, por células
mononucleares, na regido perivascular das meninges. E, este perfil inflamatério foi
corroborado com o quadro clinico observado, apresentando um foco de inflamacéao

marcante no 14° dia apos inducdo da doenca. A auséncia de polimorfonucleares foi
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confirmada através do ensaio de mieloperoxidade (MPO), descrito anteriormente

(Figura 13).
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Figura 12. Avaliacdo do desenvolvimento clinico do modelo murino de EAE induzido
por MOGg3s.s5. Animais C57BL/6 com EAE (n=15) foram monitorados diariamente quanto a
manifestacdo dos sinais clinicos da doenca (A) e quanto a perda de peso corporal (B). O
acompanhamento ocorreu durante 21 dias apds a inducéo e os resultados foram expressos
a partir de uma escala de severidade clinica, previamente descrita, e como media do peso

por grupo em gramas (média + EPM).
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Controle

Figura 13 . Andlise histopatoldgica do cérebro de animais com EAE. Cortes transversais
do cérebro corados com hematoxilina e eosina (H&E), referentes as regides perivasculares
das meninges e do parénquima cerebral foram qualitativamente analisados quanto a
presenca de infiltrado inflamatoério. Foram incluidas amostras referentes aos dias 7, 14 e 21

apds a imunizacgao, seguindo a mesma cinética previamente estabelecida.
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4.1.2. Avaliagdo do recrutamento de leuco6citos na microvasculatura cerebral

As interacdes leucdcito-endotélio vascular no cérebro de camundongos com
EAE foram avaliadas através da técnica de microscopia intravital. O ensaio
prosseguiu nos dias 7, 14 e 21 apds imunizacdo com MOGssss, obedecendo a
cinética dos experimentos anteriores. Foram avaliados in vivo 0s processos de
rolamento e adesdo de leucdcitos nos vasos da pia-mater e os resultados foram
expressos em numero de células por minuto.

No dia 7 apds a inducdo da doenca foi possivel observar um discreto aumento
no namero de leucdcitos em rolamento ao longo da parede dos vasos. Entretanto, no
dia 14 foi observado um aumento acentuado do processo de rolamento quando
comparado com o grupo sham. No dia 21, o numero de leucdécitos em rolamento
diminuiu, alcancando valores préximos aos encontrados no grupo do dia 7 (Figura
14a).

O perfil de adeséao leucocitaria, nos mesmos vasos, foi similar ao processo de
rolamento, com um aumento acentuado também no dia 14 apés inducao (Figura
14b). Visto que as diferentes etapas que antecedem a migracdo de leucdcitos
através do endotélio podem ser reguladas por diferentes moléculas mediadoras,
tornam-se cada vez mais pertinentes os estudos das intera¢cdes moleculares capazes

de orquestrar tais eventos.

55



Z

H
g

8 *xx
S
2397
= * N
X . T
o3 20
piN T}
ée
3 10
o
o ’__I__‘
0

sham 7d 14d 21d
Dias ap6s imunizacao

B)

10.0 o
g 1
\é T 7.5+
> E
2y
O = 5 0_
T S .
] 1
(%]
o i 1
2 25 —
00
sham 7d 14d 21d

Dias ap6s imunizacéo

Figura 14. Analise in vivo do recrutamento de leucocitos na microvasculatura cerebral
de camundongo com EAE. A analise foi realizada, utilizando a técnica de microscopia
intravital, que permitiu a contagem do nimero de leucdcitos em rolamento (A) e aderidos na
parede dos vasos (B) da pia-mater dos animais (n=7/grupo). O estudo ocorreu nos dias 7, 14
e 21 apds a imunizagdo. Os resultados foram expressos como n° de células/minuto (media +

EPM), e o teste ndo-paramétrico ANOVA indicou: ***P< 0,001 em relagdo ao grupo controle.
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4.1.3. Participacdo das quimiocinas no recrutamento de leucécitos durante a

EAE

Afim de melhor discernir os resultados obtidos, foram avaliados os niveis de
TNFa, uma citocina proé-inflamatoria ja descrita no modelo de EAE como um
importante mediador de resposta Thl (Juedes et al., 2000), e das quimiocinas CCL2,
CCL3, CCL5 e CXCL10 no sobrenadante de extrato cerebral de camundongos EAE
referente aos dias 7, 14 e 21 apés a indugdo. Os niveis de TNFa no cérebro de
animais com EAE aumentaram a partir do dia 14, mantendo-se elevados até o dia 21
(Figura 15a.). Todavia, as quimiocinas CCL2 e CCL5 apresentaram um aumento
marcante no dia 14, com uma diminuicdo no dia 21, quando alcancaram valores
proximos aos observados no dia 7. Desta forma, estes resultados acompanharam o
mesmo perfil observado quanto ao recrutamento de leucdcitos e ao quadro clinico no
modelo de EAE estudado (Figura 15b,c).

Em contraste, nenhuma diferenca foi verificada quanto aos niveis das
quimiocinas CCL3 e CXCL10 nos grupos EAE, comparando com o grupo sham
(Figura 15d,e).

Visto que as quimiocinas CCL2 e CCL5 poderiam estar desenvolvendo um
papel importante durante o recrutamento de células inflamatérias para o SNC no
modelo estudado, foi avaliado o papel de cada uma dessas moléculas durante os
processos de rolamento e adesdo. Os animais com EAE receberam uma injecao i.p.
de anticorpo anti-CCL2 ou anti-CCL5, 2 horas antes de realizar o procedimento de
microscopia intravital. O bloqueio de CCL2 resultou numa reducéo significativa de

adesao de leucdcitos na parede dos vasos da pia-mater, no entanto, a neutralizacdo

57



desta quimiocina néo foi capaz de alterar o processo de rolamento (Figura 16a,b). O
mesmo resultado foi observado apds o tratamento com anticorpo anti-CCL5, em que
uma acentuada reducdo ocorreu no numero de leucdcitos aderidos enquanto o
rolamento se manteve semelhante ao observado no grupo nédo tratado (Figura

16c,d).
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Figura 15. Avaliacdo da producéo de citocinas e quimiocinas no cérebro de camundongos com
EAE. Foram incluidos animais com EAE e animais controle (n=5). Os niveis de citocinas e quimiocinas
foram medidos em amostras de homogenato de cérebro referentes aos dias 7, 14 e 21 apés a
imunizacao, utilizando o método de ELISA para a medida de TNFa (A), CCL2 (B), CCL5 (C), CCL3 (D)
e CXCL10 (E). Os resultados foram expressos em pg/100mg de tecido (média + EPM). A andlise

estatistica foi feita pelo teste ndo-paramétrico ANOVA, considerando significativo P<0,05.
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Figura 16. Analise in vivo do efeito do tratamento anti-CCL2 e anti-CCL5 no
recrutamento de leucécitos na microvasculatura cerebral de camundongos com EAE.
Camundongos com EAE (n=7/grupo), 14 dias apds imunizacdo, foram tratados com
anticorpo anti-murino, anti-CCL2 e anti-CCL5, 2 horas antes do procedimento de microscopia
intravital, através da contagem do niimero de leucocitos em rolamento (A,C) e aderidos (B,D)
na parede dos vasos da pia-mater. Os resultados foram expressos como no de
células/minuto (media + EPM) e o teste ndo-paramétrico ANOVA indicou: ***P< 0,001 em

relacdo ao grupo EAE que recebeu PBS 1X como tratamento.
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4.2. Avaliacdo do papel da quimiocina CCL2 na EAE a partir do tratamento

com a sua proteina mutante P8A

4.2.1. Avaliagdo do perfil clinico apos tratamento com P8A

O primeiro protocolo experimental de tratamento foi realizado em dois grupos
a fim de avaliar o desenvolvimento clinico da doenca. O grupo T1 foi tratado durante
cinco dias antes do aparecimento dos sinais clinicos com uma dose de 30ug/dia s.c.
Este tratamento mostrou um importante bloqueio na inducdo da doenca (Figura 17).
O segundo grupo T2 recebeu a mesma dose durante cinco dias a partir dos primeiros
sintomas, mostrando uma discreta reducdo dos sinais, somente no final do
tratamento (Figura 17).

O segundo protocolo experimental foi realizado, incluindo trés grupos de
tratamento: T1 (dose Unica), T2 (a cada dois dias) e T3 (dose diaria). Os resultados
obtidos a partir deste protocolo de tratamento reforcaram a hipotese de uma
importante participacdo da quimiocina CCL2 durante a patogenia da EAE. Visto que
a proteina modificada P8A nao permite a interacdo reversivel da quimiocina com
moléculas de glicosaminoglicanos de matriz extracellular e endotélio, impedindo o
processo de dimerizagdo necessario para a ligacdo da quimiocina CCL2 ao seu
receptor. O tratamento diario por cinco dias foi capaz de inibir o desenvolvimento da
doenca, o0 que pbde ser observado pelo menor indice de severidade clinica
alcancado pelo grupo de animais que recebeu o respectivo tratamento. Uma reducgao
menos marcante na evolucdo clinica também foi observada nos grupos que

receberam dose Unica e uma dose a cada dois dias da P8A (Figura 18).
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Os resultados obtidos no protocolo 3 mostraram, novamente, que o tratamento
com P8A foi capaz de reduzir as manifestagdes clinicas da doenca. Entretanto, a
injecdo da proteina integra de CCL2 nao foi capaz de alterar o perfil clinico da

doenca (Figura 19).
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Figura 17. Efeito da proteina mutante P8A sobre o desenvolvimento clinico do modelo murino
de EAE. Os animais com EAE (N=6/grupo) foram tratados com P8A 30(g/dia s.c, durante 5 dias. O
grupo T1 recebeu o tratamento a partir do dia 12 pés-inducéo, antes do aparecimento dos sinais
clinicos (d12-d16) e o grupo T2 a partir do dia 13, quando foram observados os primeiros sinais (d13-
d17). Os resultados foram expressos a partir de uma escala de severidade clinica (média ( EPM) e o
teste ANOVA foi utilizado para andlise estatistica, indicando *P < 0,05, em comparacdo com o grupo

que recebeu 0 mesmo volume de PBS 1X.

63



—=— PBS, 200 ul, sc
—— 10, 11, 12, 13, 14 _
—+—10, 12, 14 P8A, 30 ug/animal, sc

——10 (dias de administragao)

3_

@

©

@

=2 Inicio do tratamento

Qw21

0 O

-

0= T i

o ©

g _ 1 1

< 1

(&)

(V)]

LIJ 0T =T
Om I I

8 9 10 11 12 13 14 15

Dias ap6s imunizacéo

Figura 18. Avaliacdo de diferentes tratamentos com a proteina mutante P8A em
camundongos com EAE. Camundongos C57BL/6 (n=6/grupo) foram tratados com P8A,
30(g/dia s.c a partir do 100 dia apds a inducdo da EAE com o peptideo MOG 35-55. O
protocolo foi composto por 3 grupos de animais, T1 (tratado com dose Unica no dia 10), T2
(tratado a cada dois dias) e o grupo T3 (tratado durante 5 dias a partir do dia 10). Os
resultados foram expressos a partir de uma escala de severidade clinica (média ( EPM) e o

teste ANOVA foi utilizado para andlise estatistica.
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Figura 19. Avaliacdo do perfil clinico apds tratamento com a quimiocina CCL2 e sua
proteina modificada P8A no modelo murino de EAE. Camundongos C57BL/6 (n=6/grupo)
foram tratados durante 5 dias a partir do 10° dia apds imunizacdo, com P8A (T1) e
CCL2/MCP1 (T2), 30ug/dia s.c, outro grupo recebeu uma dose Unica de 30ug s.c (T3) no dia
10. Os resultados foram expressos a partir de uma escala de severidade clinica (média +

EPM) e o teste One-Way ANOVA foi utilizado para analise estatistica.
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4.2.2. Recrutamento de leucotcitos na microvasculatura cerebral apos
tratamento com P8A

As quimiocinas séo capazes de controlar e direcionar a migracéo celular. E, a
imobilizacdo dessas moléculas quimiotdticas a partir da ligagdo com
glicosaminoglicanos (GAGs) de matriz extracelular e superficie endotelial, tem sido
sugerida como etapa fundamental desse processo (Proudfoot et al., 2003).

Na intencdo de avaliar o recrutamento de leucocitos na microvasculatura
cerebral de animais com EAE a partir do bloqueio de atividade da quimiocina CCL2,
0s animais com EAE receberam uma dose Unica de 30ug (via s.c) da proteina P8A
uma hora antes do procedimento de microscopia intravital, a qual foi capaz de
provocar uma diminuicdo no processo de adesao de leucdcitos na parede dos vasos
da pia-mater. Entretanto, nenhuma diferenca foi observada em relacdo ao processo
de rolamento (Figura 20a,b). O mesmo protocolo foi realizado, incluindo a proteina
integra de CCL2. E, novamente o tratamento com a proteina mutante P8A promoveu
uma diminuicdo do processo de adesdo de leucdcitos, sem alterar o evento de
rolamento. Entretanto, nenhuma diferenca foi observada apdés o tratamento com

CCL2 (Figura 21a,b).
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Figura 20. Efeito da proteina mutante P8A sobre o recrutamento de leucécitos na
microvasculatura cerebral de animais com EAE. No 14° dia apds a imunizacdo com MOG
35-55, camundongos EAE (n=6/grupo) foram tratados com 10ug e 30ug i.p de P8A uma hora
antes do procedimento de microscopia intravital. Foram avaliados in vivo os eventos de
rolamento (A) e adesdo (B) de leucdcitos nos vasos da pia-mater. E, os resultados foram
expressos em numero de células/minuto (média + EPM). A analise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA nao-paramétrico, indicando *P < 0,05 em comparacdo com o grupo EAE

tratado com PBS.
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Figura 21. Avaliagdo in vivo do recrutamento de leucécitos na microvasculatura cerebral de
camundongos com EAE a partir do tratamento com CCL2/MCP-1 e P8A. Os animais foram
tratados com P8A (T1) e CCL2 (T2), 30ug/dia i.p., 1 hora antes do procedimento de microscopia
intravital. Foram avaliados os eventos de rolamento (A) e adeséo celular (B) nos vasos da pia-mater.
Os resultados foram expressos em no de células/minuto (média + EPM) e o teste One-Way ANOVA
foi utilizado para analise estatistica, indicando **P < 0,01 em comparag¢do com o0 grupo que recebeu o

mesmo volume de PBS 1X.
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4.2.3. Perfil de citocinas e quimiocinas a partir do tratamento com P8A

Os resultados obtidos nos ensaios anteriores incentivaram uma posterior
andlise de citocinas e quimiocinas participantes na imuno-modulacao de diferentes
processos inflamatorios, como TNFa, INFy, CCL2 e CCL5 (Juedes et al., 2000; dos
Santos et al.,, 2005). As analises foram realizadas no extrato cerebral de
camundongos com EAE tratados com 30ug/animal s.c de P8A durante 5 dias antes
(T1) e depois (T2) do aparecimento dos sinais clinicos, conforme protocolo 1 descrito
anteriormente.

Os resultados mostraram que o bloqueio da atividade da quimiocina CCL2
sobre o endotélio vascular produzido pelo tratamento com P8A nao foi capaz de
alterar a producdo das citocinas TNFa e INFy e, das quimiocinas CCL2 e CCL5

guando comparada com o grupo EAE WT (Figura 22).
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Figura 22. Efeito da proteina mutante P8A na producéo de citocinas e quimiocinas no

modelo murino de EAE. A producéo de citocinas e quimiocinas foi avaliada em amostras de

homogenato de cérebro pelo método de ELISA (n=5/grupo), a partir do tratamento com P8A

30ug/dia s.c. O ensaio foi realizado nos grupos controle, EAE tratado com PBS, T1 (tratado

entre os dias 10 e 14) e o grupo T2 (tratado entre os dias 13 e 17), ap0s inducdo da doenca.

Foram avaliadas as moléculas de TNFa (A), IFNy (B), CCL2 (C) e CCL5 (D). O teste One-

way ANOVA foi utilizado para andlise estatistica, indicando *P < 0,05, comparando com o

grupo EAE veiculo.
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desenvolvimento da doenca.
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4.3. Papel dos receptores de bradicinina, B; e B, na EAE

4.3.1. Avaliacdo clinica do modelo de EAE em animais knockout para os
receptores B; e B,

O monitoramento clinico da EAE nos grupos WT, B.”, B,” foi realizado
diariamente durante 28 dias ap0s a inducdo da doenca. De acordo com a tabela de
severidade clinica mencionada anteriormente, os resultados observados indicaram
um quadro similar entre 0os grupos. Os sinais clinicos apareceram a partir do dia 12
apos a imunizacdo, com um pico de evidéncia no dia 14, mantendo-se
estatisticamente estaveis até o dia 28 (Figura 23a). O desenvolvimento da doenca foi
acompanhado com uma perda de peso corporal em todos os grupos estudados

(Figura 23b).

4.3.2. Andlise Histopatoldgica

A analise histologica foi realizada em cortes transversais do cérebro, medula
espinhal e cerebelo, com enfoque nas regides perivasculares das meninges e do
parénquima cerebral. Fizeram parte do estudo os grupos de animais: WT, B1", B,"
com EAE 14 dias ap0s inducéo e animais saudaveis.

Os animais EAE WT apresentaram um intenso infiltrado inflamatorio na regido
perivascular das meninges, que se estende pelo tecido neural, sendo composto,
principalmente por mononucleares. Na medula espinhal deste grupo também foi
observado um processo inflamatorio caracteristico do modelo, atingindo
principalmente a substancia branca e a regido das meninges. Entretanto, no cerebelo

foi evidenciado um discreto infiltrado inflamatorio (Figura 24 a,b,c). Nos animais
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knockout B;", foi observada a presenca de células mononucleares ao redor dos
vasos da pia-mater, formando um infiltrado celular muito discreto. Enquanto o tecido
neural se apresentou totalmente preservado quando comparado com os animais WT
EAE (Figura 24d). Contudo, o grupo B," n&o apresentou foco inflamatério nos vasos
da pia-mater, assim como no parénquima (Figura 249).

Ao avaliar os cortes referentes & medula espinhal dos grupos B,” e B,”, foi
evidenciado uma lesao inflamatéria similar ao quadro apresentado pelos animais WT
EAE, com intenso infiltrado inflamatério na substancia branca (Figura 24c,f,i).

Em relacdo ao cerebelo, foi evidenciada uma leséo inflamatéria com um
discreto infiltrado mononuclear o grupo EAE WT. Enquanto que os grupos B;" e B,”

apresentaram total preservacéo do tecido (Figura b,e,h).
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Figura 23. Avaliagcdo do perfil clinico do modelo de EAE em animais knockout para os
receptores B; e B, da bradicinina. Camundongos C57BL/6 X sv129 B,”, B,” e WT com EAE
(n=7/grupo) foram avaliados durante 22 dias, ap6s a inducdo com peptideo MOG 35-55, quanto aos
sinais clinicos da doenca (A) e quanto a perda de peso corporal (B). Os resultados referentes ao perfil
clinico foram expressos baseados numa escala de severidade clinica, previamente descrita (média +
EPM) e, quanto ao peso foi indicada perda e ganho em gramas por grupo (média = EPM). O teste
One-Way ANOVA foi utilizado, indicando *P < 0,05 para o grupo B,", comparando com o grupo WT

(A eB).
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Figura 24. Analise histopatolégica no cérebro, cerebelo e medula espinhal de animais
knockout para os receptores B; e B, da bradicinina com EAE. A analise foi realizada a
partir de cortes referentes ao cérebro (A,D, G), cerebelo (B, E, H) e medula espinhal (C, F, I)
corados com hematoxilina e eosina (H&E), dos respectivos grupos. Uma analise qualitativa
foi realizada quanto a presenca de infiltrado inflamatério nas regides perivasculares da pia-

mater e do parénquima cerebral.
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4.3.3. Papel dos receptores B; e B, nos eventos de rolamento e adesédo de
leucocitos na microvasculatura cerebral.

Para este estudo, foi utilizada a técnica de microscopia intravital para
visualizacdo dos vasos da pia-mater e contagem do numero de leucécitos em
rolamento e aderidos na parede dos vasos. Foram incluidos os grupos WT, B." e By’

" com EAE 14 dias apds inducdo e animais saudaveis. O grupo controle utilizado

+/+

constituiu de animais B1/B,"*, uma vez que os animais B; e B,", sem EAE,
apresentaram um perfil similar quanto aos parametros de rolamento e adeséo. E, a
preservacédo do tecido nervoso foi confirmada pela analise histologica.

A delecdo do gene para o receptor B; ndo afetou o processo de rolamento de
leucécitos quando comparado com os animais EAE WT. O mesmo resultado foi
observado para os animais que ndo expressavam O gene para 0 receptor B,.
Entretanto, uma marcante diminuigdo ocorreu no numero de leucdcitos aderidos na

parede dos vasos da pia-méter, um resultado observado tanto para os animais B;™

quanto para os animais B," com a doenca (Figura 25a,b).
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Figura 25. Anédlise in vivo do recrutamento de leucécitos na microvasculatura cerebral de
animais knockout para os receptores B; e B, da bradicinina. A andlise foi realizada, utilizando a
técnica de microscopia intravital, através da contagem do ndimero de leuc6citos em rolamento (A) e
aderidos (B) na parede dos vasos da pia-mater dos animais (n=6/ grupo), no 14°dia apds a inducao.
Os resultados foram expressos como n° de células/minuto (media + EPM), e anélise estatistica foi
realizada pelo teste ndo-paramétrico ANOVA, indicando: ***P< 0,001 para os diferentes grupos

comparados ao grupo sham e P <0,01 para os grupos knockout comparados com os animais WT.
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4.3.4. Expressdo de RNAm para o receptor B; da bradicinina no extrato de
cérebro

O receptor B; tem sido demonstrado como uma molécula cuja expressao é
induzida, principalmente, por um estimuno inflamatério, enquanto que o receptor B, €
expresso de forma constitutiva (Regoli et al, 1998; Marceau et al, 2004). Os
resultados analisados anteriormente permitem sugerir uma possivel participacdo do
receptor B, na regulacdo da ativacdo do receptor B;. Portanto, foi avaliada a
expressao do receptor B; no cérebro de camundongos saudaveis, animais EAE WT e
animais knockout para o receptor By, utilizando a técnica de RT-PCR.

O desenvolvimento de uma resposta inflamatdria crénica no SNC contou com
um marcante aumento da expressao do receptor B; (27.55 + 3.471) no homogenato
de cérebro durante o periodo de caracterizacéo clinica e histolégica da EAE, quando
comparado com o grupo controle (13.83 + 3.365). Entretanto, os animais knockout
para o receptor B,, embora, tivessem apresentado a doenca, mostrou menor

expressao do receptor B; (19.48 + 2.886) (Figura 26).
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Figura 26. Avaliacao da expresséo do receptor B; no extrato cerebral de camundongos
com EAE. Foi utilizada a técnica de RT-PCR para avaliar a expressado do receptor B; em
homogenato de cérebro de camundongo EAE WT, EAE B," e controle, referente ao 14°dia
apos a inducdo. A analise semi-quantitativa foi realizada a partir do gene constitutivo HPRT e

o resultado foi expresso em gel de poliacrilamida corado em solucéo de nitrato de prata.
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4.3.5. Papel dos receptores B; e B, na producéo de citocinas e quimiocinas no

extrato de cérebro

Os mecanismos de regulacdo das etapas que consistem 0 processo de
migragdo celular durante uma resposta inflamatoria, envolvem diferentes
mediadores, como as moléculas de adesdo e as quimiocinas. Foi mostrado, neste
trabalho, a participacdo dos receptores de bradicinina no controle da adeséo de
leucécitos na microvasculatura cerebral de camundongos com EAE, um evento que
antecede a transmigracao celular para o tecido inflamado. Para melhor entender o
papel desses receptores sobre outros mediadores inflamatérios no modelo estudado,
foi realizada a medida dos niveis de importantes citocinas e quimiocinas nos animais
WT, e 14 dias apoés inducdo e animais sham, utilizando a técnica de ELISA em
extrato de cérebro.

O nivel de TNFa, importante citocina pro-inflamatoria, se manteve alto nos
animais B,”, préximo do nivel encontrado para os animais WT, quando comparado
com o grupo sham. Quanto a molécula de IFNy, o nivel diminui apenas quando
comparado ao B;™".

Em relacdo as citocinas quimiotaticas, a molécula CCL2 apresentou um
aumento acentuado para os animais B;” . Enquanto os animais B,” apresentaram
uma diminuicdo. Entretanto, o nivel de CCL5 diminuiu para os grupos B;” e B,",
quando comparados com o grupo WT. Em relacdo a molécula de CCL3 nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos. A partir destes dados é possivel indicar o

CCL5 como um importante mediador inflamatério durante o desenvolvimento do
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modelo de EAE. Porém, o mecanismo pelo qual a bradicinina pode estar regulando a

acao e/ou a expressado desta quimiocina ainda requer outros estudos.
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Figura 27. Avaliacdo do papel dos receptores B; e B, da bradicinina na regulacao da producéo
de citocinas e quimiocinas no modelo EAE. A producédo de citocinas e quimiocinas foi avaliada em
homogenato de cérebro de animais EAE WT, B.", B,”e controle (n=6/grupo). As amostras foram
referentes ao dia 14 apds inducdo da doenca. Os niveis de CCL2 (A), CCL5 (B), CCL3 (C), TNFa (D)
and IFNy (E) foram medidos pelo método de ELISA. Os resultados foram expressos em pg/100mg de
tecido (média £ EPM) e o teste One-way ANOVA foi utilizado para analise de significancia, indicando:
*P<0.05, comparando com o grupo sham; “P<0.05 em relagdo ao grupo WT e *P<0.05 em relagdo ao

grupo Bl"'.
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5. DISCUSSAO

A migracdo de leucdcitos ativados da circulacdo sistémica para o SNC
constitui um dos pontos cruciais na patogenia da EM, desencadeando uma resposta
imune especifica contra componentes da bainha de mielina (Prineas & Wright, 1978;
Adams et al., 1989; Hafler, 2004). Estas células infiltrantes, principalmente células T,
células B e macréfagos sédo capazes de amplificar a resposta inflamatéria, com a
ativacdo de células residentes, como astrécitos e microglia, levando a destruicdo da
mielina e lesdo axonal (Compston & Coles, 2002; Hafler, 2004).

O modelo murino de EAE, ha décadas, tem sido utilizado pela similaridade no
padrdo de resposta inflamatéria, assim como, a formacdo de um infiltrado celular
mediado por células T CD4+ no parénquima cerebral (Linington et al., 1988;
Linington et al., 1992).

A resposta inflamatéria na EAE estd associada a liberacdo de importantes
mediadores inflamatérios, como citocinas, moléculas de adesdo e quimiocinas. As
guimiocinas e seus receptores exercem importante papel durante o processo de
migragcdo celular para o sitio de inflamacdo. Além disso, a ativacdo de sistemas
acoplados a proteina G atribui a essas moléculas outras fun¢des bioldgicas, como
apoptose, regulacdo da resposta imune e outras (Baggiolini, 1998; Weber, 2001;
MacKay, 2001; Mahad & Ransohoff, 2003).

Portanto, neste estudo foi utilizada a técnica de microscopia intravital para
avaliagdo in vivo da participagao das quimiocinas durante as etapas de rolamento e
adesdo na microvasculatura cerebral de camundongos com EAE. A visualizagdo da
interacdo de leucdcitos com o endotélio em vasos inflamados tem revelado que

leucécitos, inicialmente, rolam ao longo da parede do vaso e, ap6s uma firme
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aderéncia, transmigram atraves do endotélio (Kerfoot & Kubes, 2002). E os eventos
de rolamento e adesédo de leucécitos na circulagdo cerebral sdo aumentados apos
tratamento com TNFa (Carvalho-Tavares et al., 2000).

Os primeiros resultados indicaram um aumento no numero de leucocitos em
rolamento e aderidos nos vasos da pia-mater nos dias 7, 14 e 21 apés a inducao da
EAE. Contudo, o rolamento e adesdo foram maiores no dia 14, correlacionando com
0 pico de manifestacdo clinica e inflamacdo no SNC. Esses resultados sé&o
consistentes com a idéia de que a migracdo de células imunes para o tecido cerebral
constitui um processo relevante para o estabelecimento e progressédo da doenca.

O recrutamento de leucécitos em diferentes condi¢fes inflamatérias depende
da expressdo de moléculas de adesdo pelos leucdcitos e de seus ligantes nas
células endoteliais (Tang et al., 1996; Kerfoot & Kubes, 2002; James et al., 2003).
Embora os mecanismos que regulam esta entrada de leucocitos no SNC ainda nao
estejam totalmente elucidados, trabalhos anteriores indicam um importante papel
para as quimiocinas na expressao de moléculas de adeséo, facilitando o processo de
migracédo (Tanaka et al., 1993; Babcock & Owens, 2003).

Isso motivou a andlise dos niveis de quimiocinas no extrato de cérebro de
camundongos com EAE, nos dias 7, 14 e 21 apds inducdo. Os estudos revelaram um
aumento marcante das quimiocinas CCL2 e CCL5 no dia 14, sugerindo que estas
moléculas estejam desempenhando um papel regulador durante o recrutamento de
leucécitos no pico da doenca. Corroborando com esses dados, no modelo de EAE
em camundongos SJL/J induzidos com PLP, a expressao de CCL2 esta associada

com o aparecimento dos sintomas da doenca (Glabinski et al., 1995). Além disso,
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tratamento com anti-CCL2 foi capaz de inibir a indugédo da EAE (Mahad & Ransohoff,
2003).

Desta forma, para melhor compreender o papel das quimiocinas CCL2 e CCL5
no recrutamento de leucécitos para o parénquima cerebral, foi avaliado in vivo os
eventos de rolamento e adesdo nos vasos da pia-mater apds o tratamento dos
animais com EAE com anticorpos especificos anti-CCL2 e anti-CCL5 duas horas
antes do procedimento de microscopia intravital. Os resultados demonstraram com
clareza que o bloqueio dessas moléculas foi capaz de reduzir a adesédo de leucécitos
na parede dos vasos, entretanto, sem alterar o perfil de rolamento dessas células.

Visto que a adesdo é uma etapa essencial para que ocorra a transmigracao
celular através do endotélio para o sitio de inflamacéo, esses dados sugerem um
importante papel das moléculas de CCL2 e CCL5 no desenvolvimento da EAE.
Entretanto, ainda é preciso esclarecer por qual mecanismo o tratamento foi capaz de
inibir, quase que totalmente, o processo de adesdo mesmo na presenca elevada de
uma das duas quimiocinas. Uma hipotese seria baseada no fato de que os niveis de
producdo de determinadas quimiocinas, incluindo CCL2 e CCL5, ndo sejam
suficientes para que sozinhas regulem o processo, sendo requerido um mecanismo
de sinergismo entre os sistemas de ativacdo acoplados a proteina G. Logo, a
neutralizacdo de uma molécula pode levar a inibicdo do influxo de leucécitos. Um
recente estudo mostrou que, num modelo de desmielinizagdo induzido por virus da
hepatite-MHV, o tratamento com anti-CCL5 foi capaz de reduzir a gravidade do
processo e acumulo de macrofagos dentro do SNC (Glass et al., 2004).

A quimiocina CCL2, apontada como uma molécula efetiva durante a infiltracéo

de células mononucleares para o SNC em diferentes condi¢cfes inflamatorias, tem
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sido associada com a alteracdo da permeabilidade da BHE. Cultura de células
endoteliais da microvasculatura cerebral tratada com CCL2 mostrou uma diminui¢ao
da expressdo de caveolina, uma proteina associada as “tight junctions” presentes na
BHE. Portanto, essas evidéncias sugerem que a CCL2 possa induzir uma alteragcao
na estrutura molecular da BHE, promovendo uma maior permeabilidade (Song &
Pachter, 2004).

As quimiocinas sdo moléculas pleiotropicas e medeiam fungbes além do
processo quimiotatico, incluindo hematopoiese, ativacdo de células T, co-
estimulagéo, produgéo de citocinas (Elholy et al, 2005). Estudo recente demonstrou
gue camundongo transgénico, expressando constitutivamente niveis mais baixos da
quimiocina CCL2 no SNC, sob o controle do gene promotor da proteina GFAP,
desenvolveu uma forma mais branda da doenca (Elholy et al., 2005). Além da
participacdo durante o processo de transmigracdo pela BHE, as quimiocinas também
controlam a migracdo de células T, mondcitos e microglia dentro do parénquima
cerebral (Mahad et al., 2005).

Trabalho recente demonstrou a expresséo do receptor CCR2 em astrécitos de
rato Lewis com EAE no pico da doenca (Jee et al., 2002), o que reforca a hipotese da
participacdo da quimiocina CCL2 n&o apenas no inicio da doenca, mas durante a
amplificacdo da resposta inflamatéria no SNC responsavel pela lesdo desmielinizante
no modelo da EM.

Além disso, diferentes estudos jA& demonstraram a presenca das quimiocinas
CXCL10, CCL5, CCL3 e CCL2 nas lesbes cerebrais e no fluido cerebroespinhal de
pacientes com EM (Balasshov et al, 1999; Sorensen et al., 1999; Trebst & Ransohoff,

2001; Mahad & Ransohoff, 2003; Glass et al., 2004; Moreira et al., 2006a,2006b).
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Neste trabalho, foi observado que a concentracdo da quimiocina CXCL10 né&o
foi diferente do grupo controle, sugerindo que esta ndo exerca papel importante no
modelo de inflamagdo estudado. E, corroborando com este dado, Klein e
colaboradores, mostraram que a delecdo génica de CXCL10 nao alterou a gravidade
e 0s achados histopatolégicos da EAE (Klein et al., 2004). Poucos trabalhos tém
sugerido que CCL3 seja importante durante a indugdo da EAE em camundongo
(Karpus et al., 1995; Sorensen et al., 1999; Trebst & Ransohoff, 2001). Entretanto,
neste trabalho n&o foi observado aumento na producdo de CCL3. Como CCL3
também é importante para a inducdo de resposta imune do tipo Thl (Babcock &
Owens, 2003), os dados encontrados podem sugerir que o papel dessa quimiocina
na EAE seja exercido em etapas precedentes ao recrutamento de leucdcitos para o
cerebro.

Vale ressaltar que os receptores de quimiocinas sdo capazes de interagir com
diferentes quimiocinas. O receptor CCR1 além de ser expresso por diferentes tipos
celulares, como neutréfilos, mondcitos, linfocitos e eosindfilos, pode interagir com as
quimiocinas CCL3, CCL5, CCL7 (Rot & Andrian, 2004). Aléem das quimiocinas, o
modelo de inflamacgédo crbnica estudado é regido também pela participacdo de
citocinas proé-inflamatérias, como IL-2, TNFa e IFNy (Martin et al., 1998; Selmaj &
Raine, 1998; Kieseier et al., 1999). A producdo de TNFoa observada no tecido
nervoso do modelo estudado sugere sua participacdo em manter uma resposta
inflamatéria. Desta forma, leucécitos ativados dentro do SNC seriam capazes de

ativar outras populacdes celulares e induzir mais produgédo de TNFa e, consequente
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producdo de mais moléculas de adesdo (Carvalho-Tavares et al., 2000), e
quimiocinas, como CCL2 (Juedes et al., 2000), o que aumentaria o influxo celular.

A fungdo quimiotatica das quimiocinas tem sido atribuida a mecanismos
imprescindiveis como a ligacdo a GAGs e, consequente oligomerizacdo (Kuschert et
al, 1999; Johnson et al., 2004). Trabalhos mostram que CXCL8, CCL2, CCL3 e CCL5
se ligam a cultura de células endoteliais, principalmente, por mecanismos
dependentes de GAGs (Hoogewerf et al., 1997; Kuschert et al., 1999). Tem sido
proposto que leucdcitos rolam ao longo do endotélio pela sua interacdo com
moléculas de selectinas. Posteriormente, as quimiocinas sdo apresentadas sobre
moléculas de GAGs na superficie endotelial e, entdo, interagem de forma especifica
com o0 seu receptor expresso na superficie dos leucdcitos (Pease & Williams, 2006).

Para melhor descrever a importancia da quimiocina CCL2 durante o
recrutamento de células inflamatérias para o SNC no modelo de EAE em
camundongos, apods inducdo da doenga, os animais foram tratados com uma
proteina mutante P8A, referente a quimiocina CCL2. A molécula de P8A apresenta
uma mutacao que permite sua interacdo com receptor de CCL2 sem promover uma
sinalizacéo intracelular in vivo, competindo com moléculas de CCL2. Outra sugestao
seria a sua ligacdo de forma reversivel a moléculas de GAGs na superficie do
endotélio (Paavola et al., 1998). Portanto, a molécula de P8A tem sido analisada pela
sua funcgéo inibidora da atividade da quimiocina CCL2, embora, o mecanismo pelo
qual essa inibicdo € promovida ainda néo tenha sido esclarecido.

Andlise in vitro mostrou que a proteina modificada P8A interage com receptor
especifico sob a forma monomérica e, esta interacdo € capaz de promover uma

sinalizagéo intracelular. Foi evidenciado que a ligagdo entre P8A e o receptor CCR2
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estimula a quimiotaxia, inibe adenil ciclase e estimula o influxo de célcio, entretanto
in vivo esta sinalizacdo ndo acontece (Paavola et al., 1998).

O tratamento com P8A 1 hora antes do procedimento de microscopia intravital
promoveu uma diminuicdo no namero de células aderidas, sem alteracdo no evento
de rolamento. A partir dos resultados obtidos quanto ao recrutamento de leucdcitos
na microvasculatura cerebral em animais com EAE tratados com P8A, foi avaliado o
perfil de producéo de citocinas e quimiocinas, como TNFa, INFy, CCL2 e CCL5. No
entanto, esse tratamento ndo afetou o nivel de producdo da CCL2 e de outras
moléculas mediadoras da inflamacéo, como TNFa, IFNy e CCL5.

Além disso, o tratamento diario com 30ug/animal s.c de P8A, antes do
aparecimento dos sinais classicos de deficiéncia neurolégica do modelo de EAE, foi
capaz de melhorar o progndéstico da doencga verificado por uma escala de severidade
clinica. A exibicdo de uma forma menos grave da doenga ocorreu tanto a partir do
tratamento diario como também apds o tratamento em dose Unica e a cada dois dias
com P8A, o que reforca os resultados anteriores. O mesmo protocolo de tratamento
realizado com a molécula integra de CCL2 ndo demonstrou alteragcdo no perfil
clinico. A ndo exacerbacdo de uma resposta quimiotatica sobre o processo de
adeséo celular pode estar relacionada com mecanismo de dessensibilizagédo, visto
que os niveis de CCL2 sdo aumentados no pico da doencga.

Logo, esses dados corroboram a idéia de que a quimiocina CCL2 pode
representar uma molécula de grande importancia para desenhos de estratégia
terapéutica para modelos de inflamacdo cronica. Embora, os resultados tenham

demonstrado com clareza a capacidade inibidora do farmaco P8A, outros estudos
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sdo requeridos para melhor esclarecer os mecanismos pelos quais ocorre essa
intervencéo na atividade da CCL2.

No mecanismo de migracdo transendotelial, além das quimiocinas, outras
moléculas sdo atuantes, assim como, as selectinas, participantes do processo de
rolamento das células; as moléculas de adeséao celular, VCAMs e ICAMs, expressas
na superficie das células endoteliais e as integrinas expressas nos leucécitos. A
ativacdo das integrinas sera necessaria para uma firme adesao celular e, posterior,
migracdo (Wingerchuk et al., 2001). Além desses sistemas, as metaloproteinases de
matriz extracelular tém sido apontadas como moléculas importantes durante a
migracdo de linfocitos através da BHE (Kieseier et al., 1999). E, as cininas, que
atuam a partir da interacdo de alta afinidade com receptores acoplados a proteina G,
B1 e B,, também tém sido apresentadas como moléculas mediadoras durante uma
resposta inflamatoria e, principalmente, durante o processo de migracdo celular,
como, por exemplo, no modelo de isquemia cerebral (Lehmberg et al., 2003). Outro
trabalho mostrou que receptores B; sdao aumentados na superficie de linfécitos T
ativados em sangue periférico de pacientes com EM (Prat et al., 1999).

Em modelos de tumor cerebral, foi mostrado que a bradicinina pode aumentar
a permeabilidade da BHE, estimulando receptores presentes no endotélio e,
iniciando uma resposta, via segundo mensageiro, capaz de promover abertura de
tight junctions (Kemper et al, 2004). Embora, a BK tenha sido relacionada com
diferentes efeitos fisiopatoldgicos na periferia, seus efeitos no SNC ainda continuam
obscuros (Couture & Lindsey, 2001; Hall & Gepepetti, 1995). Sitios de ligacdo de alta

afinidade tém sido identificados no SNC, principalmente, nos vasos sanguineos
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cerebrais (Couture et al., 2001). Além disso, receptores B, tém sido localizados em
modelos de tumor cerebral (Liu et al., 2001).

O desenvolvimento de camundongos knockout para os receptores B; e B, tem
contribuido para um melhor discernimento sobre o papel do sistema cinina-calicreina
em condices fisioldgicas e patoldgicas (Pesquero et al., 2000; Araujo et al., 2001).
Portanto, para a investigacdo do papel dos receptores B; e B, de bradicinina e
metabdlitos durante o recrutamento de leucdcitos para o SNC, vasos da pia-mater de
camundongos WT, B:;”, B,” com EAE foram analisados in vivo quanto aos
parametros de rolamento e adesao celular.

Foi verificado que a aderéncia de leucdcitos foi diminuida nos camundongos
B,”, B,” com EAE, sem alterar a etapa de rolamento. Entretanto, néo foi observada
diferenca na inibicdo da aderéncia de leucocitos entre os dois grupos de
camundongo knockout. Estes resultados foram corroborados pela anélise
histopatologica, demonstrando uma diminui¢do do influxo de leucécitos e de lesao
inflamatéria quando comparada com o grupo WT, sem diferenca entre os animais
knockout. Os cortes de cérebro analisados incluiram as regibes perivasculares da
area das meninges e do coértex cerebral. Portanto, o presente estudo sugere
claramente um importante papel para ambos os receptores de bradicinina, B; e B,
no controle do processo de adesdo de leucocitos na microvasculatura cerebral
durante a EAE em camundongos.

Dados interessantes foram observados a partir da analise da medula espinhal,
em que tanto os animais B;” quanto os animais B,”" apresentaram foco inflamatério
importante na substancia branca de magnitude similar ao observado nos animais

WT. A lesdo ao nivel de medula espinhal ja é bem caracterizada em pacientes com
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EM, evidenciada pela formacdo de placas desmielinizantes na substancia branca.
Alguns modelos de EAE também mostram esse quadro de comprometimento da
medula espinhal (Brown, 2001; Richards et al., 2002). Esses resultados
contraditérios verificados nos animais knockout B;” e B,”, podem sugerir uma
explicacdo para a manifestacao clinica ainda observada nesses animais. Entretanto,
outros estudos sdo necessarios para melhor explicar tais mecanismos.

Resultados anteriores mostraram que as quimiocinas CCL2 e CCL5 estavam
envolvidas no processo de adeséao leucocitaria, sem participar diretamente da etapa
de rolamento. E, estudos de outros grupos tém sugerido que a ativacdo dos
receptores de bradicinina também seja requerida para o estimulo de producéo de
quimiocinas em diferentes modelos de inflamacgéao, incluindo lesdo apdés isquemia e
reperfusdo (Souza et al., 2003, 2004), dor inflamatoria (Poole et al., 1999) e rinite
alérgica (Eddleston et al., 2003). Logo, € possivel que o sistema cinina regule a
expressao de quimiocinas e, conseqlentemente, o recrutamento de leucdcitos
ativados.

Os resultados obtidos a partir dos animais knockout B;”", B,” mostraram que a
expressdo de CCL5 associada a EAE foi significativamente suprimida nos animais
B,” quando comparados com o grupo de animais saudaveis. A producdo de CCL5
também foi diminuida nos animais B;”, embora a diminuicdo tenha sido menos
acentuada do que a observada nos animais B,”. Desta forma, a importancia da
quimiocina CCL5 na inducéo do recrutamento de leucocitos na EAE é, mais uma vez,
confirmada (dos Santos et al., 2005).

De forma bastante interessante foi observado que, embora o perfil de

producdo de CCL5, aderéncia de leucdcitos e histopatologia tenha sido semelhante
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entre os grupos knockout B; e B, com EAE, o curso clinico da doenga foi menos
grave nos animais B,”" do que nos animais B;” e WT.

Estudos tém demonstrado que a molécula CCL2 deve ser critica ndo apenas
para o recrutamento de leucdcitos, mas também para a ativacdo de células T durante
a resposta imune (Mahad & Ransohoff, 2003) e que a delecdo do receptor é capaz
de inibir a inducdo de EAE por MOG 3555 em camundongos (lzikson et al., 2000).
Logo, é possivel que a inibicdo da producdo de CCL2 observada no animal B,” seja
responsavel pela diminuicdo na ativagdo de leucdcitos infiltrados e,
conseqiientemente, por uma menor severidade da doenca. Os animais B;”" também
apresentaram menor inflamacdo e menos aderéncia de leucécitos e, no entanto, o
nivel de CCL2 se manteve elevado, comparado com o animal WT. Desta forma,
sugere-se que a presenca de CCL2 nao foi suficiente para manter o perfil de
recrutamento de leucocitos para o SNC, ja observado no animal WT.

O grupo B,”, além de mostrar menor inflamac&do no tecido cerebral e menor
aderéncia de leucocitos nos vasos da pia-mater, apresentou niveis diminuidos de
CCL2 e CCL5 e, um quadro clinico menos acentuado. Logo, esses dados confirmam
a importancia da ativacdo do receptor B, da bradicinina no controle da resposta
imune e inflamatoria no modelo de EAE estudado.

Trabalhos anteriores sugerem que a ativacdo de receptores B; seja
dependente de uma ativagdo prévia de receptores B, que, por sua vez, estaria
envolvida com o inicio da resposta inflamatéria (Campos & Calixto, 1995). Foi
demonstrado que a estimulacdo de receptores B, leva a um aumento transitério da
concentracdo de calcio e, rapidamente, ocorre uma dessensibilizacdo desses

receptores. Em contraste, os receptores B; ndo demonstram susceptibilidade a
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mecanismos de dessensibilizacdo e sua estimulagdo parece ser resultado de uma
elevacédo dos niveis de calcio (Marceau et al., 2002).

Uma hip6tese para o balango entre a ativac@o dos receptores B; e B, tem sido
atribuida ao fato de que os genes para ambos os receptores estao localizados no
mesmo cromossomo, sendo o de numero 14 em humanos, 6 em ratos e 12 em
camundongos (Cayla et al., 2002). Vale ressaltar a importancia de estudos mais
avancados sobre o contexto cinina-inflamacao-EAE. Os resultados obtidos mostram
com clareza a participacdo dos receptores B; e B, da bradicinina na ativagao
endotelial e na transmigragéo de leucdcitos para o SNC, no entanto, 0s mecanismos
pelos quais ambos os receptores controlam a expressdo de outras moléculas
importantes, como quimiocinas, e o processo de adesao leucocitaria ainda nao foram
totalmente esclarecidos. Além disso, é possivel sugerir um balanco entre os dois
sistemas receptores e sua importancia para o controle de diferentes etapas da
patogenia da doenca.

Desta forma, os resultados referentes a este trabalho podem concluir que as
guimiocinas CCL2 e CCL5 séo relevantes na modulacéo do processo de adesao de
leucécitos na microvasculatura cerebral de camundongos com EAE. E, que o
desenvolvimento de sistemas farmacologicos que possam inibir essa atividade
quimiotatica pode representar uma importante estratégia terapéutica. Além disso, foi
possivel sugerir que a ativagdo dos receptores B; e B, da bradicinina pode
representar um forte sistema de controle do processo de recrutamento de leucocitos,
através da regulacao quimiocinas.

Por décadas os sistemas fisiologicos foram estudados e explorados como

estruturas isoladas capazes de reagir apenas atraveés de sua arquitetura celular.
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Foram necessarios anos de estudo e dedicacado laboratorial para compreender que
0s sistemas séo integrados como um grande eixo ancorado por diferentes moléculas
pleiotrépicas. Contudo, a evidéncia de que o sistema bradicinina, além de sua
potente acdo vasoativa, possui uma participacdo no desenvolvimento da resposta
inflamatoria no modelo murino da EM, encanta e desafia a sociedade cientifica para
novos estudos e, conseqiente desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

para doencas inflamatdrias crénicas como a EM.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

v" O recrutamento de leucdcitos para o SNC foi evidenciado como etapa marcante na
patogenia da EAE, com um aumento de células em rolamento e aderidas na regido
perivascular da pia-mater. E este aumento no influxo de leucdcitos para o SNC foi
acompanhado pelo periodo de manifestacado clinica e pela analise histopatolégica em

cortes do cérebro.

v As quimiocinas CCL2 e CCL5 mostraram-se moléculas importantes no modelo
estudado, com um aumento dos seus hiveis no tecido nervoso durante o pico de

manifestacao clinica e de recrutamento de leucécitos para o SNC.

v A neutralizacdo dessas quimiocinas com o uso de anticorpos especificos, anti-
CCL2 e anti-CCL5, evidenciou sua participacao no processo de adesao leucocitaria,
sem interferir no evento de rolamento, uma observacdo realizada através da

microscopia intravital.

v' O tratamento com a proteina mutante da CCL2 (P8A) levou a diminuicdo do
processo de adesdo, além de permitir um quadro menos severo da doenca.
Confirmando o importante papel da quimiocina CCL2 durante a patogenia da EAE,
tanto no processo de adesdo de leucocitos quanto no desenvolvimento clinico da

doenca.
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v O tratamento com P8A sugere que o bloqueio da atividade da quimiocina CCL2
pode representar uma importante estratégia terapéutica, prevenindo o influxo de

células ativadas para o SNC e diminuindo a gravidade da doenga.

v Quanto aos receptores B; e B, da BK, foi verificada uma possivel participacéo do
sistema cinina durante a regulagdo do processo adesdo de leucocitos na
microvasculatura da pia-mater em animais com EAE. E o controle do processo de
migracdo de leucOcitos pode ser através da regulacdo de outros mediadores
inflamatérios, como as quimiocinas CCL2 e CCL5. Visto que, a delecédo do gene para

o receptor B, promoveu uma reducdo de CCL2 e CCL5.

v" Foi possivel verificar um balango entre a ativacdo dos diferentes receptores, Bl e

B2. Quando a ativagdo do receptor B, foi requerida para a expressao de B,

indicando um papel protetor para o receptor B..
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