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RESUMO



Centralmente aplicada, a Substdncia P (SP) interage com o sistema nervoso
autdnomo (SNA) e com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA). Sabendo-se que esses
sistemas modulam a funcdo imune inata e t€m sido implicados na resposta inflamatéria
associada com doengas auto-imunes, os efeitos da administragio de SP
intracerebroventricular (i.c.v.) na quantificagio de linfécitos e na atividade
citotoxica“natural killer” (NK) de células esplénicas foram estudados na Encefalomielite

Alérgica Experimental (EAE), um modelo de estresse inflamatério crénico.

Neste trabalho investigou-se a influéncia da SP ¢ do seu antagonista sobre as
subpopulagdes celulares CD3*, CD4*, CD8", CD3NKR-P1°, CD3"NKR-P1", quantificadas
por citometria de fluxo e a atividade imunolégica citotéxica NK, obtida por ensaio de

liberagéio de cromo radioativo Cr’', no curso desse processo inflamatério.

A possibilidade de avaliar a atividade do eixo HHA nessa doenga foi verificada
pelas dosagens hormonais séricas do horménic adrenocorticotrofico (ACTH) e

corticosterona, € da arginina vasopressina (AVP), na emméncia média.

Os resultados mostraram que na EAE houve um aumento no bago nos subtipos
celulares CD3" (64,2 + 0,8 %), CD4" (59,6 + 0,6 %), CD8" (14,5 + 0,5 %) e CD3NKR-P1*
(8,8 £ 0,3 %) as custas de uma atividade esplénica citotoxica NK (5.2 + 0,6 %)
significativamente menor gue nos controles normais [CD3" (47,8 + 2,2 %), CD4" (45,6
1,3 %), CD8" (10,7 + 0.4 %), CD3NKR-P1" (4,9 % 0,4 %), NKac (8,9 + 0,7 %),
CD3*NKR-P1” (1,6 £ 0,2 %} , ACTH (10,2 = 1,4 pg/ml), corticosterona (2,2 + ¢ ng/ml)].
Esses dados foram correlacionados a um aumento dos niveis plasmaticos de ACTH (92,2 =
38,5 pg/mb) e corticosterona (152,1 + 42,5 ng/ml).

A administracdo de 20 nmoles de SP aumentou a retencdo de céhilas CD4™
(51,3 £ 1,7 %) e CD8" (15,0 £ 0,8 %) no bago, com um aumento da porcentagem de células
CD3'NKR-P17 (10,4 = 0,9 %) e conseqliente diminui¢io da citotoxicidade NKac (5,4 + 0,6
%) no pico dos sintomas clinicos, comparados aos controles salina [CD4™ (41,2 = 4 %),
CD8 (11,8 + 1,5 %), CD3NKR-P1" (6,5 + 1,7 %), NKac (7,6 = 0,2 %), ACTH (47,1 + 6,1
pg/ml), corticosterona (120,3 + 17,8 ng/ml}]. Isto foi acompanhado por um decréscimo nos
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niveis dos hormdnios adrenocorticotréficos (21,3 + 2,3 pg/ml) e corticosterona (44,1 + 16,2
ng/ml).

As células CD3™NKR-P1" [antagonista + salina (0,5 £ 0,04 %) e antagonista +
SP (0,6 + 0,1 %)], um outro tipo celular implicado na auto-imunidade, foram reduzidas pela
inje¢do do antagonista da SP, quando comparadas ao grupo salina (1,3 = 0,1 %), sugerindo
um papel para a SP no fluxo migratério desse tipo celular no bago.

Concluindo, os dados obtidos neste trabalho sugerem que a SP influencia o eixo
HHA , podendo também modular o trafego celular linfocitario e a resposta imune no baco

e, portanto, deve ser um elemento importante nos processos de modulacio da EAE.
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1.1. CONCEITOS GERAIS

A homeostasia do organismo ¢ garantida por relagdes harménicas de
funcionamento entre seus virios sistemas, mas interacSes complexas enire estresse,
comportamento ¢ imunidade, onde testemunham numerosas observagdes clinicas ¢
experimentais, sugerem a intervengdo do sistema neuroendécrino na regulacio do sistema
imune (ADER, FELTEN, COHEN, 1991). Evidéncias que suportam essa hipotese sdo a
presenga de receptores para varios hormdnios e neurotransmissores em esplendcitos,
linfonodos, timo ¢ medula Ossea, os quais sfo mervados pelo sistema nervoso auténomo
(BESEDOVSKY, DEL REY, SORKIN, 1983). Do mesmo modo, o sistema imune, através
de suas células, sintetiza e libera produtos que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC),
demonstrando a existéncia de comunicagdes bidirecionais que sustentam o funcionamento
harmdnico da interagio imunoneuroendocrina (BESEDOVSKY et al., 1983).

O hipotalamo €, certamente, pelo seu papel central no comando neural de
numerosas functes biologicas, uma das estruturas cerebrais envolvidas na regulacfio do
sistema imune, por representar um centro integrativo para as respostas endocrinas e
autondmicas e, por conseguinte, modular a resposta imune, através da ativagio do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) ¢ do sistema nervoso simpatico, face a um estimulo
imunogénico (CRUSE et al., 1996; BUCKINGHAM et al., 1997). Constatam-se exemplos
praticos em lesdes eletroliticas hipotaldmicas bilaterais e incompletas, onde se verifica
depleciio celular no bago e timo, apds um més de leséio (ISAKOVIC & JANKOVIC, 1973).
Além disso, lesdes da area hipotalimica pré-Optica anterior em ratos deprimem a
proliferagéio de linfécitos T circulantes ¢ esplénicos face a mitégenos especificos (CROSS,
BROQCKS, ROSZMAN, 1982), ¢ a atividade “Natural Xiller” (NK) no bago {CROSS et al.,
1984); assim como lesfes da regifio tuberoinfundibular do hipotalamo de camundongos
deprimem a atividade NK, sem modificagio de hinfcitos e macréfagos (FOURNI et al.,
1983). Além disso, lesGes do hipotalamo ventromediano deprimem a fungiio fagocitaria dos
macrOfagos (LAMBERT & HARRELL, 1981). Em adi¢fo, lesdes corticais cerebrais
esquerdas, mas nfo direitas, em camundongos, comprometem seletivamente a
citotoxicidade das células NK e a resposta das células T a estimulagdio mitogénica, sem
afetar as células B ou macréfagos (BIZIERE ef al., 1985).
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Para esse nivel de modulagio da resposta imune, vérios sdo o0s .agentes
implicados, como citocinas e neuropeptideos. Entre os neuropeptideos, a substincia P (SP)
é a mais estudada, tendo um papel bem definido no sistema nervoso como neurotransmissor
e como regulador da resposta imupe, principalmente na inflamag&o cronica (CULMAN,
ITOI, UNGER, 1995; CRUSE et al., 1996). Este neuropeptideo tem mostrado influenciar a
liberagio de hormdmios hipofisarios, tanto diretamente, como através da mediacdo dos
fatores liberadores hipotaldmicos. Em particular, estd envolvido centralmente, mediando a
inibigio da liberagdo de adrenocorticotrofina  (ACTH) pela hipofise anterior
(CHOWDREY, JESSOP, LIGHTMAN, 1990; JESSOP et al., 1992).

Injecdo intracerebroventricular (icv.) de SP em ratos diminui a concentragio de
ACTH plasmatico, provavelmente através da inibigéo da liberagiio do horménio liberador
da corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo ¢ do aumento dos niveis da arginina vasopressina
(AVP), atuando, supostamente, a nivel de corpos celulares dos neurdnios parvocelulares do
nicleo paraventricular do hipotdlamo (JESSOP et al., 1992, LARSEN ef al., 1993). Isto
sugere que a SP regula a resposta hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) ao estresse ( JESSOP
et al., 1992; LARSEN et al., 1993).

Uma resposta ao estresse ocorreria, cemtralmente, através da indugfio da

liberaciio de interleucina-1 (IL-1) e fator O de necrose tumoral (TNF-ot) pelas células gliais

e leucocitos mononucleares, os quais promoveriam a secregdo de outras citocinas
(MARTIN et al., 1992; ZHU et al., 1996). Portanto, esses achados indicam que a SP possa
funcionar como um neuromodulador, envolvida pa modulagdo das respostas
imunoinflamatorias, celular ¢ humoral, apresentando papéis similares em certas
inflamagdes do sistema nervoso central, como doengas desmielinizantes auto-imunes (ZHU
et al., 1996). A recente descoberta de astrécitos imunoreativos & SP nas placas de Esclerose
Miltipla (EM) aumenta a possibilidade de que esse peptideo possa ser importanie no
desenvolvimento de placas e na historia natural da doenca (KOSTYXK, KOWALL,
HAUSER, 1989; BARKER & LARNER, 1992).
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Os linfécitos T sfo o suporte celular essencial deste modelo; linhagens de
linfocitos T encefalitogénicas especificas para certos epitopos de proteinas da miclina
podem induzir uma encefalomiclite alérgica experimental (EAE), mesmo se a participagéo
concomitante de auto-anticorpos anti-mielina no processo de desmielinizagio parecer
indispensavel (WEKERLE et al., 1986; ZAMVIL & STEINMAN, 1990; RAINE, 1991).

O papel da SP na resposta inflamatéria associada a doengas auto-imunes, como
a artrite reumatéide, € bem reconhecido ( CHOWDREY et al., 1995). Em ratos artriticos,
concentragdes de ACTH e corticosterona sfio cronicamente elevadas, apesar do decréscimo
de niveis de CRH, provavelmente devido & atividade aumentada de SP em 4reas
hipotaldmicas (CHOWDREY et al., 1995). Esta aparente controvérsia é explicada por um
aumento do nivel de AVP, que assume .a diretriz estimulatéria do eixo HHA
(CHOWDREY et al., 1995).

Apesar dos estudos sobre a importdncia de glicocorticéides endégenos em
mediar as caracteristicas da EAE monofasica em ratos Lewis (BOLTON et al., 1997),
trabalhos recentes sugerem o papel regulatério empregado pelas células NK nesse tipo de
modelo, (MATSUMOTO ef al., 1998) um tipo celular morfologica e funcionalmente
distinto de subtipo linfocitdrio, com a capacidade de eliminar espontaneamente uma ampla
variedade de células tumorais e viraimente infectadas, poupando a maioria das células
normais (WHITESIDE, VUJANOVIC, HERBERMAN, 1998). Um outro subtipo celular, a
célula NKT (CD3NKR-P1" ou NKR-P1* TCRap, como sio designadas) teria um papel
regulatério em processos auto-imunes, como o diabetes tipo I. Este representa um distinto e
funcional tipo de células T, que coexpressa receptores da familia das céhulas NK e tem um
potencial singular para secretar rapidamente grandes quantidades de citocinas, incluindo
IL-4 e IFN-y, assim como IL-5, [L-10, TNF-0, promovendo ajuda precoce para células
efetoras poderem regular algumas das respostas imunes Thl e Th2., Essas wltimas
pertencem & linhagem linfocitica auxiliar, sendo que o linfocito Tht atua principalmente
em reagdes de hipersensibilidade do tipo tardia, imunidade celular e viral, produzindo IL-2,
TNF-& e IFEN-y; e as células Th2 estdo envolvidas na proliferagio e diferenciagio de

linfocitos B, participando na defesa contra parasitas ¢ em processos alérgicos, produzindo
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (OLSSON, 1995). O tipo celular representado pelas células
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NKT estid presente ma maioria dos tecidos onde as céhulas T sfo encontradas e seu
desenvolvimento de origem permanece um ponto de controvérsia ( HAMMOND ef al,
1999). Uma deficiéncia nas células NKT tem sido implicada em algumas doengas auto-
imunes, incluindo a gastrite auto-imune em camundongos timectomizados neonatalmente,
doenca similar ao lupus, esclerose sistémica em humanos, e susceptibilidade a0 diabetes
tipo I em camundongos diabéticos nfo obesos (NOD), com evidéncias similares em
humanos com diabetes tipo I (HAMMOND ef al., 1999).

Com base nessas constatagdes, decidiu-se investigar o papel da SP pa
freqiiéneia relativa das subpopulactes de células T, incluindo-se o estudo de cé€lulas NKT,
assim como a atividade citotoxica “Natural Killer”, correlacionando-se esses parametros

com niveis hormonais neste modelo experimental de estresse inflamatério cronico.

1.2. ESCLEROSE MULTIPLA: HISTORIA NATURAL DE UMA SINDROME
AUTO-IMUNE

1.2.1. Conceitos gerais

A Esclerose Mitipla é uma doenga inflamatéria que afeta multifocalmente a
mielina do sistema nervoso central (SNC), resultado de um ataque imunitdrio seguido de
uma destruigdo da bainha da mielina, englobando normalmente as fibras nervosas e perda
de oligodendrdcito (TALBOT, 1995). As manifestagSes clinicas sio muito variaveis; nio
existe nenhum sintoma ou sinal especifico da doenca. Sua ocorréncia ¢ em adulios jovens,
entre 20 e 45 anos, manifestando-se raramente antes dos 15 anos ou apés os 50 anos. Sua
evolucdo é imprevisivel ¢ polimérfica, conhecendo-se formas evoluindo em surtos (com ou
sem remissdo), lentamente progressivas, e formas silenciosas. O diagnéstico da doenga
repousa exclusivamente em critérios clinicos: a disseminagéo dos sinais clinicos no espago
e no ternpo e a exclusdo de outras patologias. A etiologia dessa condigdo ¢ desconhecida,
mas admite-se atualmente que se trata de uma doenga de etiologia multifatorial, onde pelo
menos trés fatores parecem ter um papel essencial na sua determinagio: um fator ambiental,

provavelmente de origem viral; um terreno genético, explicando uma susceptibilidade
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particular 4 patologia; ¢ uma disfungio do sistema imunitério, definindo uma patologia dita
auto-imune. A intervengio desses dois primeiros fatores, meic ambiente e genético, é
provada por estudos epidemiolbgicos que tém mostrado uma reparticio geografica
especifica da doenga em certas populagSes humanas predispostas (ALLEN, 1981;
SAYETTA, 1986; MCDONALD, MILLER, BARNES, 1992). A tmica associagfo
genética bem documentada da doenga € com os antigenos de histocompatibilidade da classe
II (MHC-II) do tipo HLA-DR2, onde os genes envolvidos estdo localizados no
cromossomo 6 (TALBOT, 1995). Entretanto, na populacio finlandesa, de alta prevaléncia
para EM, um novo gene de susceptibilidade 2 EM foi recentemente localizado mno
cromossoma 5 em 5pl4-12, cuja mesma regifio, no camundongo, contém um gene de
susceptibilidade 3 EAE (LYON-CAEN & CLANET, 1997).

Existemn também vérios argumentos evocando uma disfungdo auto-imune, onde
o principal € a existéncia de um modelo animal bem estabelecido para doenga auto-imune
do sisterna nervoso central mediado por células T CD4” especificas a determinantes
encefalitogénicos da mielina, a encefalomiclite alérgica experimental. Este modelo
experimental permanece o mais vilido para a Esclerose Multipla, possuindo caracteristicas
clinicas e imunopatolégicas similares aquelas da doenga, proporcionando, portanto,
reflexes sobre como o sistema imune pode provocar uma resposta imunopatoldgica
caracteristica daquela conhecida na EM (RAINE, 1984; WEKERLE, 1985; DAVISON,
1992). A lesdo histopatoldgica elementar é a placa, lesio de desmieliniza¢fio perivenular
bem delimitada, de contornos arredondados, respeitando habitualmente o axénio. Segundo
sua classificacdo, existem as placas agudas com desmielinizagfic ativa, caracterizadas pela
presenca de células inflamatérias, de linfcitos e macréfagos predominantemente repletos
de lipideos provenientes da degradagio da mielina, e as placas crdmicas, desprovidas de
células inflamatorias e de macréfagos, e que sfo o local de uma intensa gliose de astrécitos
e oligodendrdcitos. Em humanos, a coexisténcia, em um mesmo paciente, de placas ativas e
cronicas €, habitualmente, o testemunho de seu desenvolvimento evolutivo no tempo
(MCDONALD & BARNES, 1989; RODRIGUEZ & SCHEITHAUER, 1994).
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1.2.2. Imunopatologia

A natureza das células mononucleadas presentes nas placas ativas pode ser
evidenciada pelas técnicas imunoistoquimicas: trata-se essencialmente de LT, macréfagos
e plasmdcitos. Os macrofagos se localizam no centro da leséo ¢ seu nimero decresce em
direcdio & periferia. A proporgio de LT CD4" ¢ LT CD8” no seio das lesGes varia segundo a
idade e o nivel de atividade das placas. Os LT CD8" parecem predominar nas regides
perivasculares e os LT CD4" se acumulam na periferia da placa, zona a partir da qual a
desmiclinizagio progride. Os LT sfio também presentes a distancia das placas, na
substancia branca de aparéncia normal. Os LT CD4" CD45RA siio excepcionais no seio das
lesdes de EM. Esses marcadores sfio caracteristicos dos LT auxiliares nativos. Astrocitos e
células endoteliais exprimem, na sua superficie, moléculas HLA da classe II, e os LT, a
molécula CD25 (receptor de IL2). IL1 e o fator o de necrose tumoral (TNFQ) séo
expressos de mapeira predominante pelos macrofagos e células microgliais e, mais
raramente, pelas células endoteliais e astrocitos. A expressdo dessas citocinas parece
correlacionada com o indice de atividade da placa. O interferon 7y, uma outra citocina pro-
inflamat6ria mais potente, é particularmente expresso nos infiltrados peri-inflamatérios
pelas células astrocitarias e microgliais, mas sem correlagdio evidente com o tipo de Jesdo.
A TL2 foi detectada de maneira difusa nas lesbes, mas s¢ enconira concentrada nos
infiltrados perivasculares e favorece as respostas T do tipo Thl. As interleucinas 11.4, IL10
e o fator de transformagdo do crescimento (TGFB1), secretados pelos LT CD4™ Th2 ¢ pelas

células supressivas, controlam mno animal a intensidade de uma resposta imune,
notadamente no SNC.

Contrastando com dados experimentais, na EM, a IL4 é expressa em altos
niveis, tanto nas lesdes agudas quanto nas crdnicas ativas. A IL10 é encontrada
predominantemente sobre os astrocitos, na periferia das lesdes cronicas ativas. O TGF[31 &
produzido em todos os tipos de lesdes de EM, em particular pelas células endoteliais
vasculares, mas pode ser também encomtrado no cérebro de pessoas sem patologia
neurolégica. Portanto, nenhuma correlagfio estrita pode ser estabelecida entre o tipo de
citocina produzida ir situ e a evolugdio das lesBes, tornando dificil a andlise e interpretagio
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desses dados, a nivel clinico. Entretanto, a presenga in sity de linfomonoquina ndo
significa, necessariamente, sua implicagdo patogénica. Elas podem, contudo, participar de
alcas reguladoras, visando a controlar a reagfio imunitaria em curso.

Moléculas de adesfio de célula vascular (VCAM-1), presentes na superficie das
células endoteliais ¢ da microglia, e seu receptor linfocitario de ativacdio tardia (VLA-4) sdo
fortemente expressas nas lesSes crénicas ativas ¢ mais fracamente nas lesdes agudas. Uma
marcagdo intensa para ICAM-1 (molécula de adesfio celular intercelular-1) pelas células
endoteliais e astrécitos € encontrada nas lesdes agudas (LYON-CAEN & CLANET, 1997).

Portanto, a seqiiéncia dinimica de todo esse processo se iniciaria por
macréfagos que, ao expressarem moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
classe II (MHC-II), apresentariam antigenos proprios modificados dos receptores de LT
(TCR) as células Thl. Posteriormente, leucdcitos migrariam pelo endotélio vascular
cerebral, ligando-se as moléculas de adesdo ¢ liberariam proteases que lesariam o tecido,
facilitando a migracio dessas para o parénquima cerebral. Portanto, a destruicdo da mielina
ocorreria pela acéio toxica do TNF e de radicais livres, liberados por LT e macrofagos, além
da ativagdo do complemento, promovida por linfécitos B ( ANDERSON & GOODKIN,
1998).

1.2.3. Anomalias da imunidade humoral

Uma hiperproteinorraquia {0,5g/1) esta presente em 1/3 dos pacientes com EM e
uma ¢levacio de cadeias leves de I1gG (notadamente IgGl kappa) e IgM, sem anomalia
sérica associada, ¢ freqienie. Esta sintese intratecal estd presente em mais de 90% dos
pacientes portadores de EM e constitui um apoio diagnéstico, embora ¢la possa aparecer

em outras afecgdes inflamatérias do SNC ¢, mesmo, em ¢ertos pacientes séos.

Nota-se, também, a presenga de complexos imunes, de uma baixa da taxa de C4
e C9, e de produtos de ativagio do complemento, notadamente do complexo de ataque da
membrana. Estes dados sfo considerados como testemunho de uma ativagiio local do
sistema imunitério. (LYON-CAEN & CLANET, 1997)
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1.2.4. Anomalias da imunidade celular

As fases clinicamente ativas da doenca (surtos ou forma progressiva) s&o
freqiientemente associadas a uma baixa da porcentagem dos linfocitos T CDS", levando a
uma elevagdo da razio CD4/CDS. Esta queda parece resultar de uma anomalia quantitativa
da expressio da molécula CD8™ & superficie dos LT, onde a origem permanece
indeterminada. A expressio do receptor para o fragmento Fc das IgG a superficie dos LT

esta, também, diminuida nos surtos e se eleva durante a fase de regressio dos sintomas.

As taxas elevadas de IL2 e de formas soliveis do receptor de IL2 em fase ativa
confirmam esta ativagdo dos LT do liquor.

Uma elevagéio significativa no TNF-ot ocorre nas formas clinicamente ativas da

doenga, comparadas as formas estaveis.

A atividade supressiva da sintese de 1gG induzida pela reagdo linfocitaria mista
autdloga é, também, diminuida em caso de EM progressiva e esta diminuicdo ¢
correlacionada com a baixa dos LT CD4" CD45RA. De maneira paralela a esta baixa da
atividade dos LT supressores, sinais de ativagio dos LT siio detectados nos pacientes
apresentando uma doenga evolutiva: aumento das taxas séricas de IL2 (LYON-CAEN &
CLANET, 1997).

1.2.5. Imunidade antiviral e EM

Dentre os fatores ambientais podendo intervir na fisiopatologia da EM, os virus

sfio, dos agentes infecciosos, os mais provavelmente implicados na sua patogénese.

Uma quinzena de virus foram associados a2 EM, sem que um tnico candidato
mais convincente tenha-se imposto. Os coronavirus s3o, dentre os ultimos da lista,
fornecedores de um dos modelos mais interessantes de uma doenga viral semelhante as
vérias caracteristicas da EM. A hipotese viral da doenga permanece razodvel, mas ¢ pouco
provavel que um tnico virus seja o causador. Vérios virus poderiam desencadear a doenga
por um mecanismo comum de indugio de reagSes auto-imunitdrias em pessoas

geneticamente susceptiveis.
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Fatores comportamentais poderiam ter um papel na ecloséio dos fendmenos
auto-imunes, como a degradag@o tissular que poderia promover a entrada de auto-antigenos

normalmente inacessfveis a0 sistema immmnitario. Os agentes infecciosos podem favorecer,

no sitio de infecgdo, a producgfio de interferon ¥ e a expressdo de moléculas HLA de classe
iI e ativar também linfocitos auto-reativos. Enfim, os microorganismos podem intervir,
afravés de um mimetismo molecular, na origem de uma resposta auto-imune, em razio da
existéncia de uma comunidade antigénica entre um antigeno exdgeno € um auto-antigeno
(LYON-CAEN & CLANET, 1997).

1.2.6. Mecanismos imunolégicos da desmielinizagio

Vérios mecanismos efetores participarn no processo de desmielinizagdo. Os
mais importantes sio a ativagio dos linfocitos T CD4” Thl e a estimulagio macrofégica
que ela favorece. No seio das lesdes, os macréfagos fagocitam a bainha de mielina. Esta
interagdo parece ser favorecida pelos receptores de superficie dos macréfagos para o
fragmento Fc das IgG e para o complemento. A via do complemento € ativada no LCR dos
pacientes ¢, qualquer que seja o mecanismo dessa ativagio, uma destruicio com a
vesiculagio da mieclina pode resultar. Os macrofagos e as células microgliais podem
também produzir monéxido de nitrogénio (NO), radicais oxigenados, proteases e
fosfolipases, onde o efeito mielotdxico € estabelecido in vitro. O NO ¢ a forma indutivel da
NO sintetase sdio fortemente expressos nas lesbes da EM, enquanto que sio raramente

detectados nos cérebros de controles.

Numerosas citocinas séo detectadas nas placas ativas. Dentre elas, notadamente
o TNF-a pode induzir, in vitro, uma destruicio mielinica ¢ uma morte apoptotica dos
oligodendrdcitos. Se bem que os oligodendrécitos sejam habitualmente desprovidos de
moléculas HLLA de classe I, uma agfio direta dos LT citotéxicos é possivel. Assim, surge a
hipétese segundo a qual os LT Y06, presentes no seio das lesSes e ndo dependentes das

moléculas HLA para exercer seu efeito citotéxico, poderiam participar da destruicio
mielinica. (LYON-CAEN & CLANET, 1997)
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1.3. ENCEFALITE ALERGICA EXPERIMENTAL
1.3.1. Historico

A histéria da EAE iniciou-se em 1885, quando Louis Pasteur colocou em
evidéncia uma vacina contra a raiva. Este tratamento anti-rabico consistia em injetar, na
pessoa mordida, medula de coelho raivoso dissecada e triturada com &gua saigada e
glicerinada. Injetava-se todos os dias, ou a cada dois dias, uma emulséio de medula rabica

cada vez menos dissecada, até chegar, pelo 20° dia, & medula fresca de 24h, a mais
virulenta. Esta vacina permitiu a cura de numerosos pacientes. Entretanto, foi averiguado
que um mimero significativo de pacientes vacinados desenvolvia uma reagdo imunolégica
forte, que provocava uma paralisia, as vezes fatal (Encefalomielite pds vacinal). Apés
longas discussdes sobre o papel do virus atenuado, foi T.M. Rivers, em 1933, que
demonstrou, pela primeira vez, que a inje¢do repetida de extrato do sistema nervoso central
provocava uma encefalomielite no macaco (EAE) (RIVERS, SPRUNT, BERRY, 1933).
Ap6s o desenvolvimento do adjuvante de Freund (uma preparagiio de oleo de parafina,
agente emulsificante, e de Mycobacterium tuberculosis inativado, que estimulava o sistema
imunitirio de maneira ndo especifica), a EAE p&de ser induzida facilmente ¢ de maneira
reprodutivel em vérias espécies (FREUND, 1956). Foi somente nos anos 60, préximo de
um século da descoberta da vacina contra a raiva, que a equipe de M.W. KIES isolou a
proteina responsivel por esta afec¢lio: a proteina basica da mielina (PBM) (KIES,
MURPHY, ALVORD, 1960). Duranie longo tempo, a PBM foi considerada como o tnico
antigeno encefalitogénico do sistema nervoso central. Depois, demonstrou-se o papel de

outros antigenos e de outros componentes da mielina.

1.3.2. Fisiopatologia da EAE

A resposta imunitaria, apesar de diversa e complexa, faz intervir os mesmos
mecanismos elementares em todo o organismo. Entretanto, a presenga da barreira
hematoencefalica (BHE), a auséneia de um sistema linfitico convencional € as taxas
inabitualmente discretas de antigenos do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC), conferem um estado particular a0 sistema nervoso central ¢ a fisiopatologia da
EAE.
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Ao estado normal a BHE:

+ constitui um obsticulo normal a difusdio de anticorpos e a passagem da grande
parte das células através do sistema nervoso central, o que habitualmente o protege das
agressdes de origem infecciosa, dos seus produtos e das reagSes imunitirias que elas

suscitam.

= seqiiestra os antigenos ¢ as reagOes imunitarias intracerebrais, o que limita sua

amplificagéo e eficacia.

O papel da BHE na imunidade cerebral nfio se limita a um papel de obstaculo
passivo. Ela tem um papel imunologicamente ativo, controlando o trafico das células entre
o sangue ¢ o SNC. Foi demonstrado recentemente que, em estade normal, somente os
linf6citos T ativados, independentemente da sua especificidade e do seu fenétipo, foram
capazes de atravessar a BHE e de penetrar no SNC, a fim de efetuar a retaguarda
imunolégica (WEKERLE et al., 1986; HICKEY, HSU, KIMURA, 1991). No curso de uma
inflamacéo, a passagem das células entre o sangue e o sistema nervoso central € muito
menos seletiva e as células endoteliais tém um papel de primeiro plano neste fenémeno, por

vezes como autoras, outras como alvos (MCCARRON et al., 1993).
A fisiopatologia da EAE pode ser resumida em 4 etapas:
1) Sensibilizagéo e expansdo clonal dos lifocitos T na periferia

No sitio do moculo, os macréfagos, que expressam moléculas MHC-II,
fagocitam o auto-antigeno ¢ apresentam fragmentos destes, peptideos antigénicos
modificados aos receptores de hnfécitos T (TCR) nas células Thl. Moléculas co-
estimulatorias como a B7 e CD28 tém particular importancia na apresentagfio do antigeno.
Posteriormente, os linfocitos T, sensibilizados ¢ ativados, se multiplicam e ganham os
génglios linfiticos ap6s a circulagéio sangiiinea. O adjuvante de Freund, utilizado nesses
modelos, permite estimular o sistema imunitirio de maneira nfio especifica, provocar uma
inflama¢do local ¢ atrair um afluxo de macréfagos. Portanto, criam-se condicSes
imunoquimicas ideais para a apresentag@io do auto-antigeno e de sua liberagfio progressiva e
prolongada (FREUND, 1956).
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2) Migracdo dos linfocitos T através da BHE

A passagem através da BHE dos linfocitos T se faz pela via transendotelial,
preferenciaimente ao nivel das regides vizinhas das jungSes de células endoteliais, onde a
expressdo das moléculas de adesio € elevada (RAINE et al., 1990; LASSMANN et al,
1991; LOSSINSKY ef al., 1991). O recrutamento segiiencial dos linfécitos T ¢ de todos os
outros leucocitos comporta virias etapas sucessivas: o aclmulo dessas células na
microcirculaciio, sua aderéncia ao endotélio vascular ¢ sua migracfo através da parede

vascular pelos sitios de a¢do especificos.

O actmulo dos linfocitos T tem lugar principalmente sobre as células
endoteliais de vénulas pds-capilares, onde a lentiddio do fluxo sangiiineo e a fraqueza das
forgas de fricgfio, s quais sdo submetidas as células, favorecem a migrago celular. Ela €

igualmente facilitada pelo efeito quimiotatico de certas citocinas, como a IL-8. As citocinas

IL-1, IL-2, TNFo modulam a produgéio de mediadores, exercendo um efeito vasodilatador (
MANTOVANI & DEJANA, 1989). Um efeito rdpido de IL-1, TNFo. e IFN-y sobre o

citoesqueleto endotelial capilar conduz a um aumento prolongado da permeabilidade da
BHE (MCCARRON ef al., 1993). As células endoteliais ativadas pelas citocmas tornam-se
volumosas e ciibicas, comparadas ao endotélio delgado e achatado, geralmente observado
na microcirculagfio. O aumento da sua superficie e diimetro da parede vascular lentifica o
fluxo sangiiineo € o transforma em fluxo tubular. Essas modificagdes morfolégicas se
acompanham de modificacdes funcionais com a expressdo de moléculas de superficie de
adesfo implicadas na relagio com outras células imunocompetentes: linfécitos B, linfocitos
T ndo especificos, mondcitos, leucdcitos polimorfonucleares, ete. (CROSS ef al., 1990;
KARIN er al., 1993; KOHLRAUSCH er al., 1992; LANNES-VIEIRA et al, 1994).
Inicialmente, essa adesdo & fraca ¢ ocorre com a interagio do LFA-1, presente na
membrana dos linfocitos, com as moléculas de adesdio celular ICAM-1/ICAM-2, presentes
nas células endoteliais. Postereriormente, em uma liga¢dio mais forte, ocorre uma interac#o
do VLA-4 com a VCAM-1 (HARTUNG et al., 1995).
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A aderéncia de células imunocompetentes e das células endoteliais ativadas
coloca em jogo 3 familias de moléculas: as proteinas, de aderéncia aparentadas as
mmunoglobulinas, que possuem, na parte extracelular de sua estrutura, caracteristicas
andlogas aquelas constituintes das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas; as
seletinas, que tém uma forte analogia estrutural com os receptores transmembrandrios

reagrupados sob o termo de C-lectinas; e as integrinas, que s@io heterodimeros resultantes de

uma associaciio de cadeias o e . Cada uma dessas proteinas tem um papel preciso no
curse do processo de aderéncia. As seletinas promovem a lentiddo do deslocamento das
células imunocompetentes no fluxo sangiiineo, a fim de aumentar a freqiiéncia e a duragéo
dos seus contatos com o endotélic. A P-seletina, onde a indugo muito rapida ¢ provocada
por agentes ndo especificos como a histamina, a trombina e as prostaglandinas, interage
preferencialmente com os leucdcitos polimorfonucleares e os mondcitos. A E-seletina, onde
a induco € muito tardia ¢ dependente de mediadores da inflamagdio (citocinas), assegura
mais especificamente o recrutamento dos linfécitos, quando do desencadeamento da reagéo
inflamatéria. A estabilizagio da aderéncia faz intervir notadamente as proteinas ICAM-1,
molécula de adesdo celular intercelular-1 ¢ VCAM-1, molécula de adesio celular vascular-
1, onde os ligantes leucocitérios pertencem a familia das integrinas.

A migragio transendotelial das células imunocompetentes e sua penetraciio no
tecido cerebral ¢ assegurada principalmente pelas modificagdes da avidez das integrinas.
Quando as integrinas sdo reagrupadas em pontos de contato focais e sdo imoveis, elas sdo
responsdveis pela aderéncia estavel (DELISSER, NEWMAN, ALBEDA, 1994).

3) Resposta inflamatéria no SNC

O desencadeamento da inflamagfio necessita do reconhecimento do antigeno
pelos linfocitos T encefalitogénicos no contexto das moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) da classe II em presenca das células apresentadoras
de antigenos (APCs). Em estado normal, poucos macréfagos perivasculares, notadamente
leptomeningeos, e algumas células microgliais, exprimem as moléculas de classe I e II. As
células endoteliais exprimem somente muito poucas moléculas do CMH da classe 1, sem
exprimir moléculas da classe I (CRAGGS & WEBSTER, 1985).
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Ao contrério, uma vez estimuladas pelo interferon ¥, proximo de um quarto das

células endoteliats, todos os macréfagos perivasculares e as células microgliais exprimem
as moléculas de classe IT e as apresentam aos linfocitos T. (MCCARRON et al., 1985;
VASS & LASSMANN, 1990). Foi demonstrado que, mesmo 0s astrcitos, sob o efeito do

interferon Yy, do TNFO ou de uma infecgfio viral prolongada, poderiam exprimir as

moléculas de classe II (CRAGGS et al., 1985; SUZUMURA er al., 1987). Nem os
oligodendrocitos, nem a bainha de mielina séo capazes de apresentar o antigeno aos
linfocitos T encefalitogénicos, pois eles ndo exprimem as meléculas de classe II. A
transposi¢io da BHE parece ser uma etapa indispensavel para a ativagdo dos linfécitos T
encefalitogénicos ¢ o desencadeamento da inflamacBio no sistema nervoso central, pois a
injecdo intratecal destes ndo provoca EAE (WEKERLE ef al., 1986). Pode-se questionar se
a EAE induzida pelos linfocitos T encefalitogénicos € verdadeiramente uma doenga da
mielina ou da BHE (CROSS ef a/.,1990; KOHLRAUSCH ef al., 1992; KARIN et al., 1993;
LANNES-VIEIRA et al., 1994).

Uma vez o antigeno reconhbecido, os linfocitos T se transformam em
imunoblastos ¢ liberam linfocinas. Dentre as citocinas liberadas no evento, estd a JL-12
pelas APCs, que coincide com o aparecimento das primeiras células inflamatdrias, antes do
inicio dos sinais clinicos. Com isto, ocorre a diferenciacdo das células Thl, que expressam
IFN-y e TNFaQ. Estas promoverdio a desmielinizacdo, através da ativagdo de macréfagos ou
por les@io direta sobre os oligodendrocitos. Estes imunoblastos aumentam a permeabilidade
da BHE e provecam um edema vasogénico ¢ um afluxo de linfocitos ndo especificos,
macrofagos, leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos, anticorpos e complemento. Os
sinais clinicos aparecem nesie estado. No modelo de EAE aguda, a reaciio inflamatoria
regride em seguida ¢ lentamente, sem deixar seqliela clinica ou histol6gica. Para tal, estfo
envolvidas as ILs-4,10,13, produzidas pelos linfocitos Th2, desativando os macrofagos e
aumentando a expressio do TGF-§, produzido pelos linfocitos Th2 e Th3. (LASSMANN et
al., 1991; MARTIN, MCFARLAND, MCFARLIN, 1993; OLSSON, 1995).
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4) Destrui¢gio da mielina

No modelo de EAE crfnica, a rea¢io inflamatdria ataca a bainha de mielina e
provoca uma desmielinizacio. Seja ela qual for, imunoespecifica ou nfo, 08 mecanismos
efetores da desmielimizacdo sdo em mimero de dois: citotoxicidade por mediacdo celular
(citotoxicidade mediada por células T) e citotoxicidade por mediagdo celular dependente de
anticorpos.

Existem vdrios argumentos in vitro que demonstram uma agio desmielinizante
direta de linfocitos T encefalitogénicos. Eles tém a propriedade de produzir linfocinas e
induzir um efeito citotdxico sobre as células apresentadoras de antigenos, tais como os
astrécitos ou céhulas endoteliais (FONTANA, FIERZ, WEKERLE, 1984; MCCARRON et
al., 1991), € sua adicio a uma cultura de células do sistema nervoso central singénico
provoca uma desmielinizacfio em algumas horas (LYMAN er al., 1988; YAROM et al,
1983). Por outro lado, estudos em microscopica eletrbnica, realizados em animais
acometidos de EAE, demonstram uma relagfio intima entre os linfocitos T encefalitogénicos
¢ a bainha de mieclina (HIRANO, KAWANAMI, LLENA, 1994). Apesar de todas essas
observagbes, dois argumentos colocam em divida o papel da citotoxicidade direta dos
linfécitos T na patogénese da desmiclinizagdio: auséncia de desmielinizacio devido a uma
inje¢do intratecal de linfocitos T encefalitogénicos ¢ a incapacidade de oligodendrocitos
para apresentar o antigeno (WEKERLE er al., 1986).

Os astrdcitos (FONTANA, FIERZ, WEKERLE, 1984) e sobretudo as células
microgliais (GIULIAN, 1987) sfio bons candidatos como células efetoras de
desmielinizacio. Uma vez ativadas por linfocitos T encefalitogénicos, elas tém a
capacidade de exprimir as moléculas do CHM da classe I e de participar da
imunoregulagio local. Foi reportado que os astrécitos exprimem certas moléculas de
adesdo, como ICAM-1 e LFA-3, secretando TNF-0 ¢ podendo fagocitar a mielina em
certos casos (LEE et al, 1990). As células microgliais exprimem os receptores do
fragmento Fc das imunoglobulinas e os receptores do complemento, todos os dois
implicados na opsonizagdo da miclina. Eles tém uma capacidade de fagocitose importante
gracas a produgdio de proteases, agindo essencialmente sobre a PBM, radicais livres,
desencadeando uma peroxidagfio em cadeias de acidos graxos polinsaturados de lipideos de
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membrana e de TNF-a, levando a uma degeneragio dos oligodendrocitos e uma lise da
mielina.

Foi demonstrado que uma inje¢iio intratecal ou intraneural de kinfocitos T
sensibilizados ao PPD, onde uma proteina ausente no SNC, nas condi¢des fisiologicas,
podia provocar uma desmielinizacfio dita de “vizinhanga” (“bystander”), parecida a uma
desmielinizacdo imunoespecifica (LYMAN et al., 1988). De fato, os oligodendrécitos ¢ a
mielina sfo particularmente wvulnerdveis aos mecanismos efetores da desmielinizaggo,

mesmo se eles sdo ndo especificos: todos os dois tém a capacidade de fixar e ativar o
complemento; eles sdo extremamente sensiveis & agdo tdxica do TNF-0.; a reacdo oxidativa
desencadeada pelos radicais livres ativa notadamente os oligodendrécitos que contém

concentracdes elevadas de Fe''; as proteases sfio ativadas pelo Ca' presentes na mielina
(OPDENAKKER & VAN DAMME, 1994).

Ao inverso da desmiclinizagdo de “vizinhanga”, com o mecanismo da
citotoxicidade pela mediacio celular dependente de anticorpos, a presenga de anticorpos
anti-mielina especificos focaliza a destruicio tissular da bainha de mielina: inicialmente,
com uma ruptura local da BHE, indispensdvel 4 sua penetragdo no sistema nervoso central,
¢ posteriormente, devendo agir com os epitopos de superficic da bainha de mielna, ¢
ativando os mecanismos efetores, seja ativando o sistema do complemento (LININGTON
et al., 1989; PIDDLESDEN et al., 1993), ou se fixando sobre o antigeno mielinico
correspondente (fendmeno de opsonizagiio) e permitindo a fagocitose pelas células
microgliais, comportando os receptores do fragmento Fc das Igs. O melhor exemplo da
citotoxicidade pela mediaciio celular dependente de anticorpos € a imunizagfio combinada
pelos Acs anti-MOG e os linfocitos T sensibilizados & PBM (LASSMANN et al., 1988;
LININGTON er al., 1988).
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1.3.3. Aspectos clinicos e patolégicos da EAE

Nenhum modelo de EAE pode, por si s6, reproduzir todos os diferentes
aspectos da doenga humana. Existe uma grande variabilidade de sinais clinicos e
histopatolégicos, segundo o protocolo de imunizagiio, a natureza do antigeno, sua
procedéncia, espécie ¢ cepa utilizada (RAINE, 1984; TABIRA, 1988). Pode-se, entretanto,
separar 0s tragos comuns e classificar todos os diferentes modelos de EAE nos dois grupos

principais, a fim de estudar certos mecanismos patogénicos da doenca.

A EAE aguda, monofasica, ¢ caracterizada pelas lesdes inflamatdrias e sinais
clinicos reversiveis. Ela reproduz clinicamente em ratos uma recaida da Esclerose Multipla.
Ela pode ser induzida, facilmente, nos animais susceptiveis, por uma injeciio intradérmica
de um auto-antigeno encefalitogénico emulsificado no adjuvante de Freund (imunizagio
ativa) ou por uma inje¢io intravenosa ou intraperitoneal de linfécitos T sensibilizados por
esses autoantigenos (transferéncia passiva). Observa-se uma instalagfio ascendente tipica de
sinais clinicos: hipotonia distal com a cauda evoluindo rapidamente para uma paraplegia
completa com hipoestesia das patas dianteiras e incontinéncia. Ap6s um platd de 2 a 3 dias,
0s sinais clinicos desaparecem espontinea e progressivamente. O quadro clinico completo
evolui em 15 dias. Com o método de transferdncia passiva, os sinais clinicos se
desenvolvem em alguns dias (em fungfio do nimero de linfocitos injetados) € o quadro
clinico evolui em uma semana. As lesSes peculiares da EAE aguda sdo caracterizadas por
infiltrados de células inflamatérias mononucleadas (linfécitos e macréfagos), com
predominincia perivascular, disseminadas na substincia branca do sistema nervoso central,
notadamente na medula espinhal e tronco cerebral. A desmielinizaggo é discreta ou ausente
(PENDER, 1988; PENDER, NGUYEN, WILLENBORG, 1989).

A EAE crénica ¢ caracterizada por lesdes inflamatorias resultando em uma
desmielinizagdo, histopatologicamente idénticas aquelas observadas na Esclerose Muiltipla.
Trata-se de largas placas sub-piais alongadas ao longo da medula espinhal ou de pequenas
placas profundas perivasculares na medula espinhal ou tronco cerebral. No inicic do
processo de desmiclinizacfo, as placas sdo constituidas de células inflamatérias e
notadamente de macréfagos, fagocitando os debris da mielina. Depois elas evoluem para

uma gliose astrocitiria sem sinais de inflamagdo. Os axénios permanecem
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morfologicamente intactos. A EAE crdnica pode ser induzida por um homogeneizado do
SNC (PENDER, 1988), por inje¢Ses repetidas de linfocitos T encefalitogénicos
(VANDENBARK et al., 1986) ou por uma imunizaciio combinada utilizando hnfocitos T
encefalitogénicos e anticorpos implicados na desmielinizagio (LASSMANN er al., 1988).
Segundo a espécie animal utilizada, as doses de linfécitos T e /ou os tipos de anticorpos
injetados, os sinais clinicos podem variar de forma hiperaguda, crdnica progressiva ou

forma crbnica com recaidas esponténeas.

A desmielinizagdo ¢ freqlientemente incriminada na génese dos sinais clinicos
da Esclerose Multipla, pois a presenca da mielina, de um lado, acelera o influxo nerveso,
transformando a conduciio continua em saltatéria e, por outro lado, reduz
consideravelmente a energia utilizada para a despolarizagio da membrana neuronal. No
curso da EAE, nfio ha correlagdo evidente entre os sinais clinicos ¢ a desmielinizagfio. A
existéncia, a reparticio ¢ a evolug@io da desmielinizagiio nfio explicam nem a instalag@o
rapida e ascendentie dos sinais clinicos, nem a recuperagiio progressiva (modelos agudos),
nem os défices permanentes (modelos crénicos). Por outro lado, varios estudos in vitro
falam a favor de lesdes da BHE e do edema vasogénico como origem das alteragOes
funcionais dos axdnios €, portanto, dos sinais clinicos (SIMMONS et al., 1982; JUHLER et
al., 1984; RUMJANEK, LEYTON, MORLEY, 1984; JUHLER er al, 1985;
GOLDMUNTZ, BROSNAN, NORTON, 1986).

Portanto, em fun¢3o do universo etiopatogénico multifatorial que rege a
Esclerose Miiltipla, principalmente no que tange aos seus aspectos imunopatoldgicos e, de
posse de conceitos ja bem estabelecidos na literatura sobre o papel inibidor da SP na
atividade do eixo HHA durante o estresse inflamatério crdnico, decidiu-se utilizar o modelo
experimental de doenga desmielinizante inflamatdria, a EAE, para estudar a importéncia da

SP e o papel do eixo HHA nos seus mecanismos fisiopatolégicos.
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2.0BJETIVOS



1) Averiguar o papel do cixo HHA e da imunidade celular mediada por células
NK, assim como as alterages nas sub-populacBes celulares T no modelo de estresse
inflamatério cronico conhecido como EAE,

2) Vertficar o papel do neuropeptideo SP nesse modelo de estresse inflamatério
cronico e sua influéncia na atividade hormonal do eixo HHA e na imunidade mediada por
células.
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3.MATERIAIS E
METODOS



3.1. ANIMAIS

Ratos machos Lewis, com seis a oito semanas de idade, pesando 140-200g,
provenientes da col6nia do laboratério Harlan France, Paris, Franga e criados em condigbes
isentas de organismos patogénicos especificos (I.0.P.8.) foram usados ao longo de todo o
procedimento experimental. Quarenta e seis machos foram utilizados nesse estudo, tendo
sido mantidos individualmente em caixas convencionais por uma semana em um ciclo de

luz de 12h /12h, com livre acesso a comida e agua.

Os ratos foram tratados de acordo com as regras e regulamentagdes européias
de 24-11-86 (86-609-EEC) e leis francesas (decreto n°® 87-848, 19 Oct., 1987).

3.2. CANULACAO INTRACEREBROVENTRICULAR

Uma cinula guia de ago inoxiddvel 23G foi estereotaxicamente implantada sob
anestesia com Ketamina (100 mg/kg, ip.) 2 mm acima do ventriculo lateral, usando as
seguintes coordenadas: anterior, 1,8 mm; lateral, 1,0 mm; profundidade, 5,8 mm; posicio
plana do crinic (incisivo a -3mm), com bregma como referéncia. Os animais foram
separados e alojados individualmente uma semana antes do inicio dos experimentos,
durante os quais foram manipulados diariamente para habituacéo.
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Figura 1A: Procedimento cirargico para implantagdo de cénula intracerebroventricular,
notando-se, em detalhe, o local de implantagdo, segundo medidas

estereotaxicas precisas, tendo como referéncia o bregma (seta).
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Figura 1B: Aparelho estereotdxico e colocagdo da canula intracerebroventricular para

tratamento.
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3.3. PREPARACAO DA PROTEINA BASICA DE MIELINA

A Proteina Basica de Mielina (PBM) de cobaia foi isolada € purificada segundo
o método de DEIBLER et al. (1972). Os lipideos do cérebro e da medula espinhal de
cobaia, congelados e triturados, foram extraidos por homogeneizagdo preparada em 19
volumes de cloroformio-metanol (2/1-v/v). Apds centrifugagdo (500xg-15 min.), o
precipitado foi lavado em acetona, centrifugado novamente e recolocado em suspenséo em
2.5 volumes de agua. A PBM foi extraida em pH &cido, colocando-se progressivamente
HCI 1IN até a obten¢do de um pH de 3,0. Apds centrifugagéo (1800xg-1h), o sobrenadante
foi dialisado com &gua e liofilisado. O extrato acido, dissolvido em uréia 4M-HCl 30mM,
foi fracionado por cromatografia de filtragdo sobre gel de poliacrilamida (Biogel P30,
Biorad) equilibrado com HCI 20mM a 4°C. A PBM foi eluida na 4° e ultima fragdo, depois
liofilizada apés a eliminagdo de uréia por dialise contra HCI 0,5 mM.

A pureza da PBM foi controlada por eletroforese sobre gel de poliacrilamida-
SDS (duodecil sulfato de sédio, sigma), segundo 0 método de Laemmli (1970), que da uma
banda tinica a 18.5 kDa, utilizando histonas totais de timo de vitelo como marcador de

pesos moleculares.

3.4. INDUCAO DA EAE

Trinta e dois ratos receberam subcutaneamente nas patas traseiras uma mistura
de PBM com adjuvante completo de Freund (ACF) (1956), contendo 0,1 mg de PBM ¢
0,1ml de ACF (Sigma) com 0,5 mg de Mycobacterium tuberculosis, cepa H37RA (Difco),
por animal, para induzir a doenga. Nove ratos foram usados como controles, e, portanto,
injetados apenas com o adjuvante de Freund e os demais remanescentes, como controles

negativos, sem o imundgeno ou o adjuvante de Freund.
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Figura 2: Injecio de salina, SP ou antagonista da SP, realizada com microbomba de

infusdo, através da canula guia.
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3.6. SINAIS CLINICOS NA EAE

Os ratos portadores de EAE foram pontuados por sinais clinicos, usando-se a
seguinte escala: 0, sem fraqueza; 0,5, fraqueza da parte distal da cauda; 1, paralisia de toda
a cauda; 2, paraparesia suave de um ou ambos os membros traseiros; 3, paraparesia
moderada ou severa ataxia, 4, severa paraparesia; 5, paraplegia flicida total com
incontinéncia; 5,5, quadriparesia ou quadriplegia; 6, estado moribundo (MCFARLIN et al.,
1974).

3.7. AVALIACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO DE DUAS CORES DAS
SUBPOPULACOES DE CELULAS T E NK

Células de bago foram dissociadas, dentro de uma solug@o simples de meio frio
de RPMI-1640, enriquecido com 10% (vol/vol) de soro bovino fetal inativado pelo calor,
0,1% de Gentamicina, 1% de L-Glutamina, aminoacidos ndo essenciais e sodio piruvato.
Os leucécitos foram separados pela técnica padrdo de phycol-hypaque. Apods a separagdo,
as células foram lavadas trés vezes por centrifugagéio a 900 G e a 4°C e ressuspendidas em
1 ml de RPMI-1640 frio. As concentracdes celulares € os campos celulares foram

determinados usando-se um contador automidtico de células sangiiineas. As células (1,0 x

10° células) foram incubadas por 30 min. a 4°C com marcadores de superficie celular de
camundongo anti-rato CD3, marcado a FITC (mouse IGM clone IF4), CD4, marcado a
FITC (mouse IGG1 clone W3/25), CD8, marcado a PE (mouse IGG1 clone OX8) e NKR-
P1, marcado a PE (mouse IGGI clone 10/78) (100 pl a 1:100 em RPMI-1640, IgG de

camundongo anti-rato, “Caltag laboratories - France” e "Serotec laboratories"- Inglaterra,
para 0 NKR-P1). Essas células foram lavadas 1 vez e ressuspendidas em 1,0 ml de RPMI-
1640 para analise em citometria de fluxo (“Coulter EPICS”).
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Figura 3: Marcagdo, por imunofluorescéncia, dos esplendcitos de ratos.

A) Imagem do painel, obtido por citometria de fluxo de duas cores, representa as células

CD4" (quadrante inferior direito). e CD8' (quadrante superior esquerdo). A

quantificagdo € feita por densitometria.

B) Imagem do painel de citometria de fluxo de duas cores, representa as células CD3"
(quadrante inferior direito), NK (quadrante superior esquerdo) e NKT (quadrante

superior direito). A quantificagdo ¢ feita por densitometria.
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3.8. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE NK

Uma parte dessa mesma solugfo de células foi utilizada para o ensaio de
citotoxicidade NK. A atividade NK foi mensurada em um ensaio padronizado de 4h de
liberagio de cromo radioativo Cr’, usando células de linfoma murino YAC-1
radiomarcadas como alvos. Células de bago foram lavadas trés vezes por centrifugagio em
RPMI-1640 enriquecido com 10% (vol/vol) de soro bovino fetal inativado pelo calor, 0,1%
de Gentamicina, 1% de L-Glutamina, aminoacidos nfo essenciais e sédio piruvato e
ajustadas a uma concentragio final de 107 células por ml. Células de YAC-! foram
marcadas pela incubagio com 100 uCi de Na,>'CrO; por 45 min 2 37°C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. Apds trés lavagens com o mesmo meio de cultura, sua
concentragdo foi ajustada a 4x10° células por ml Misturas de 10* células alvo YAC-1
marcadas (25ul) e 100 ul de suspensfio de células de bago foram co-cultivadas em micro
placas com 96 pogos em fundo arredondado (U) a razdes de 100:1, 50:1 e 25:1 de células
efetoras/alvos (E/A). Apds uma incubaciio de 4h a 37°C em uma atmosfera umidificada
contendo 5% de CO,, 100 ul de meio frio foram adicionados a cada pogo em ordem de
parada da reagfio de citotoxicidade NK. As placas foram centrifugadas a 900 x g por um
min. E 120 pl do sobrenadante foi recuperado de cada pog¢o. A radioatividade foi
mensurada em cpm, usando-se um contador gama. A porcentagem de lise especifica foi
calculada usando-se a seguinte formula: [(liberagfio experimental — liberag8o espontinea) /
(liberagio maxima — liberag@io esponténea)] x 100. Aliquotas de 120 ul de sobrenadante dos
pocos, nos quais somente c€lulas YAC-1 foram incubadas, serviram para determinar a
liberagdo espontanea. A liberagio maxima foi obtida de 120 pl dos pogos nos quais as
células YAC-1 foram lisadas. A diferenga entre a liberagio maxima e a espontinea ndo foi

superior a 10% entre os ensaios.

3.9. ANALISES HORMONAIS

As concentragdes da corticosterona, ACTH e AVP foram determinadas por
radioimunoensaio (RIA). Este ensaio baseia-se na reagdo de competicdo entre o horménio
presente no soro (concentragdo desconhecida) e o hormdnio marcado com isétopo

radioativo, pelo sitio de ligagéo a um anticorpo.
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3.9.1. Ensaio de corticosterona sérica

No dia do sacrificio, os ratos foram guilhotinados, o sangue do tronco coletado
dentro de tubos plasticos com EDTA, e o plasma, separado ¢ estocado a - 20°C. A

corticosterona foi determinada por “Kit de radioimunoensaio como descrito no Boletim
Técnico ICN, 1985 (ICN Biomedicals, Inc., Costa Mesa, CA926267). A sensibilidade da

curva desse ensaio foi 2,2pg/ml, para 91% de ligagio, com coeficiente de variagdo intra-

ensaio de <5%.
3.9.2. Ensaio de Horménio Adrenocorticotréfico sérico (ACTH)

O nivel de ACTH sérico foi determinado como deserito no Kit Nichols Institute
Diagnostics (San Juan Capistrano, CA 92675), por radioimunoensaio. A sensibilidade da
curva desse ensaio foi 6,6pg/ml, para 91% de ligagdo, com coeficiente de variacfio intra-

ensaio de <5%.
3.9.3. Ensaio de Arginina Vasopressina ( AVP)

O nivel de AVP foi determinado na eminéncia média por radioimunoensaio,
como descrito no Kit Arginine Vasopressin DSL-1800 (Diagnostic System laboratories,
Inc. Webster, Texas, 77598-4217, USA). A sensibilidade da curva desse ensaio foi
0,7pg/ml, para 91% de ligagéio, com coeficiente de variagho intra-ensaio de <5%.

3.10. ANALISE HISTOLOGICA

Apbs completado o experimento, os animais mortos por decapitagdo tinham os
cérebros e medulas removidos imediatamente, fixados em 4% de paraformaldeido em PBS
embebidos em parafina e cortados a Spm em secgOes coronais coradas com Hematoxilina €
Eosina (HE). Cada sitio de injecdo foi localizado tomando-se como referéncia o atlas de
PAXINOS & WATSON (1992). O grau de lesdo foi também avaliado segundo os achados
histopatologicos do infiltrado inflamatério na mielina encefilica ¢ medular, através da
classificagdio descrita por JONES et al., 1990 (anexo 1).
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3.11. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para comparar os grupos entre si, quando e¢xiste a mormalidade dos dados,
utiizamos a andlise de varidncia (ANOVA), que testa a igualdade das médias entre os
grupos. Quando a analise de varidncia indica que existe diferenga das médias com relagéio
aos grupos, podemos aplicar alguns testes para verificar quais grupos devem ser
considerados diferentes (Teste de Tukey).

Para testar a normalidade dos dados utilizamos o teste de Shapiro-Wilk
(programa: SAS 6.12).

Quando nfio existe normalidade dos dados, para comprovar se os grupos sio
diferentes entre si com relagio as varidveis de interesse, utilizamos o teste nio-paramétrico
de Kruskal-Wallis. Quando a diferenga entre os grupos (no geral) for significativa ( p-valor
< 0.05), ¢ feita a comparagio entre os grupos, dois a dois. Os grupos serdo considerados
diferentes quando o p-valor for < 0.05.

Para explicar a variabilidade do peso em fungfo dos fatores grupo e dias,
utilizou-se a Anilise de Varidncia com medidas repetidas, que define o seguinte modelo:

Peso = p + Grupo; + Dia; + Grupo*Diay

onde: p € o valor médio do peso;

Grupo; € o efeito dos grupos;

Dia; € o efeito do dia (1 a 15 dias);

Grupo*Dia; € o efeito da interacfio entre grupo (i) e dia (j);

Através da significancia de cada efeito com relagio ao peso, pode-se dizer se
existe diferenca entre os grupos, ou entre os dias. Quando a interagdio é significativa,
realiza-se o teste de comparagio (Teste de Tukey) entre as médias dos niveis de um fator
para cada nivel do outro fator.

Para comparar os escores clinicos entre os grupos foi utilizado o teste de

associacio Exato de Fisher.
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4.1. EVOLUCAO CLINICA DOS ANIMAIS COM EAE

Os sinais clinicos da EAE apareceram entre 11 a 14 dias apés a imunizagfo
com a emulsio encefalitogénica, onde todos os ratos mostraram uma acentuada perda de
peso, quando da instalagfio dos sinais clinicos (fig.4, anexo2). Houve também uma perda de

peso discreta e efémera, que ocorreu no dia subseqitente 4 imunizagdo, cuja recuperag@o foi

rapida (figura 4, anexo2).

Os animais injetados apenas com o adjuvante de Freund fiveram apenas uma

pequena perda de peso, sem desenvolver os sinais clinicos da doenga.

240
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Pesos corporais (g)
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Figura 4A: Evolugdo dos pesos corporais de ratos normais (LwN) (—e—) e com EAE-
controle (EAEc) —%— ).

e indica diferenca significativa intra-grupos, teste de Tuckey (p<0,05).
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Figura 4B: Evolugdo dos pesos corporais de ratos com EAE tratados com salina (EAES)
{(—0~), substincia P (EAESP) (—#—), antagouista da SP + salina (EAEANS)
{ ——), antagonista da SP + SP (EAEAnSP) (—e— ).

¢ indica diferenca significativa intra-grupos, teste de Tuckey (p<0,05).

A evolucdo clinica subseqiiente seguiu o padrio ji4 descrito anteriormente,
avaliada e classificada segundo a escala de MC FARLIN et al. (1974), com um escore

clinico variando de 0,5 a 5, nesses grupos em questfio. Esses dados sfio melhor ilustrados na
tabela 1.
Portanto, os primeiros sinais clinicos da doenga, muito discretos no inicio,

foram observados a partir do 11° dia, sob a forma de uma hipotonia da cauda, seguida de

um agravamento em algumas horas até o 14° dia, quando entdo apresentavam,
seqilenciaimente, plegia da cauda, paraparesia ¢ paraplegia, inicialmente assiméirica e,
posteriormente, simétrica, seguidas de incontinéncia urindria e fecal, no estagio 5 da

doenga.
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Tabela 1: Escore clinico de ratos Lewis machos com EAE nos diferentes grupos

experimentais
Grupos experimentais
Escore EAEc EAES EAESP EAEAnS  EAEAnSP
clinico
(n=6) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6)

Leve 0,5 ¢ 1(0) 0,5¢1(1) 0,5¢1(1) 0,5 e 1(2) 0,5e1(2)

Moderado 2e3(2) 2¢3(4) 2e3(7) 2¢3(4) 2¢e3(3)

Grave 4 e5(4) 4 e5(1) 4 ¢ 5(0) 4 ¢ 5(0) 4 e5(1)
Pré-mérbido 5,5 e 6(0) 5,5e 6(0) 5,5 e 6(0) 55e6(0)  5,5e6(0)

{ ): n° de ratos

Ratos-controle apresentaram escore clinico zero.
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Figura 5: Rato com EAE com sinais clinicos leves, mostrando em detalhe a plegia da

cauda, patas traseiras edemaciadas, mas sem atrofia muscular (escore clinico 1).

Figura 6: Rato com EAE com sinais clinicos graves, mostrando em detalhe a plegia da
cauda e a paraplegia, marcada por intensa atrofia muscular e edema de patas

traseiras (escore clinico 5).
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4.2. ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

O grau de lesdo foi também avaliado segundo os achados histopatolégicos do
infiltrado inflamatério periventricular nas regides encefilica e medular, segundo a

classifica¢do anteriormente descrita (Figura 7).

Figura 7: Cortes histopatologicos de ratos normais e com EAE no pico dos sinais clinicos

da doencga. Os ratos foram imunizados com 0,1mg de PBM e 0,1ml de ACF.

contendo 0,5mg de Micobacterium tuberculosis.

Em A: Corte histoldgico de cérebro de rato normal, mostrando as margens ventriculares do
ventriculo lateral sem infiltrado inflamatério. Em detalhe(seta), a presenca do plexo
coroide (HE: x110).
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Em B: Corte histopatologico de cérebro de rato com EAE, mostrando as margens
ventriculares do ventriculo lateral com infiltrado inflamatério leve. Nota-se a
presenca desse infiltrado periventricular e perivascular (setas) (escore
histopatologico de 2).(HE: x110)

Em C: Corte histopatolégico de cérebro de rato com EAE, mostrando, em detalhe, um
infiltrado  inflamatorio periventricular e outro perivenular (setas) (escore
histopatolégico de 2) (HE: x110).
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Em D: Corte histopatologico de cérebro de rato com EAE, mostrando as margens
ventriculares do ventriculo lateral com infiltrado inflamatério intenso difusamente
distribuido. As setas mostram as 4areas mais acometidas (periventricular e
perivascular). Nota-se, também, uma destruicdo da citoarquitetura normal do

tecido em fungdo do intenso processo inflamatorio. (escore histopatolégico de 4)

(HE x 110).
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Em E: Corte histopato

inflamatério intenso difusamente distribuido (setas) (escore histopatologico de 3)
(HE: x110).

Em F: Corte histologico da medula de rato normal, sem infiltrado inflamatério. Em detalhe

(seta), o canal central da medula (HE: x110).
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Em G: Corte histopatologico da medula de rato com EAE, mostrando infiltrado

inflamatorio leve (setas) (escore histopatologico de 2) (HE: x110).

Em H: Corte histopatologico de medula de rato com EAE. mostrando infiltrado

inflamatério intenso, com altera¢do da citoarquitetura tecidual (setas) (escore

histopatoldgico de 4) (HE: x110).
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4.3. ATIVIDADE CITOTOXICA NK EM BACOS DE RATOS NORMAIS E COM
EAE

Definida a condigdio do aparecimento dos sinais clinicos, os ratos foram
sacrificados, sendo seus bagos usados para a andlise da atividade citotdxica NK, utilizando-
se como valores basais os ratos nfio imunizados. Os ratos injetados apenas com o adjuvante
de Freund, apesar de nio desenvolverem a doenga, foram sacrificados por volta do 16° dia,

periodo méximo esperado para o seu desenvolvimento.

A atividade NK de c¢lulas de bago de ratos-controle com EAE foi
significativamente menor que nos controles normais (LwN) [F (5, 32) = 8,08, p<0,001]
(fig.8). Essa atividade aumentou significativamente em ratos EAE tratados com salina
(EAES), quando comparada aos controles EAE (EAEc) (p<0,05). Nos grupos simulados
(SmS e SmSP), essa atividade fol significativamente menor, quando comparada aos
respectivos grupos doentes (EAES ¢ EAESP) [F (4,25) = 10,6, p<0,001] (p<0,05) (fig. 8).
A injecdio icv da SP nfio alterou a atividade NK do grupo EAESP, comparada aos ratos-
conirole EAE, mas os niveis foram menores estatisticamente que 0os EAE tratados com
salina (p<0,05). A atividade NK em ratos que receberam o antagonista da SP seguido da
inje¢do de SP (EAEAnNSP), foi significativamente maior que nos controles EAE e nos ratos
injetados com SP (p<0,05), mas similar aqueles do grupo de ratos normais.
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Figura 8: Porcentagem de atividade NK em ratos Lewis machos com encefalomieliteite
alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (8,9 £ 0,7)], com
EAE [2-EAEc (5,2 * 0,6), 3-EAES (7,6 = 0,2), 4-EAESP (5,4 + 0,6), 5-
EAEAnS (7,1 £0,7), 6-EAEAnSP (9,6 * 0,9)] e simulados [7-SmS (2,7 + 0,2)
e 8-SmSP (2,9 + 1,2)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina (S),
Substincia P (SP) e antagonista {An) foram dados i.c.v. As colunas sdo as

médias + E.P.M. do n° de ratos indicados nos pardmetros de cada coluna.

op<0,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 2 vs colunas 1

e 3 (teste de Tuckey) .

sep<(,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 4 vs colunas

3,7 e 8 (teste de Tuckey) .

eee<(,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 6 vs coluna

4 (teste de Tuckey) .
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4.4. ANALISE DA CITOMETRIA DE FLUXO DE CELULAS NK E SUBTIPOS T
CD3", CD4", CD8", E NKT NOS BACOS DE RATOS NORMAIS E COM EAE

Uma parte dessa mesma solucfio de células dos bagos de ratos normais € com
EAE foi utilizada para o ensaio da analise citométrica dos varios subtipos celulares T, NK ¢
NKT (Figuras 9-14).

As células foram marcadas com marcadores de superficie celular de células de
camundongo anti-rato para CD3", CD4*, CD8" e NKR-P1. A porcentagem de células CD3*
no bago aumentou em ratos EAE-controle e foi significativamente maior que no controle
normal (LwN), nos ratos EAE que receberam salina (EAES), SP (EAESP) e antagonista da
SP seguida da injegBo de SP (EAEAnSP) [F (5, 32) = 7,13, p<0,001] (Figura 9). Os demais
grupbs mostraram valores similares aqueles dos ratos normais. Resultados similares foram
obtidos para células CD4" em ratos-controle EAE [F (5, 32) = 9,2, p<0,001] (Figura 10).
Entretanto, o nivel de células CD4" em ratos EAE tratados com salina foi menor que o
nivel daqueles que receberam SP (EAESP) (p<0,05) e estatisticamente inferior ao grupo
EAEAnS (p<0,05) (Figura 10). O grupo simulado injetado com salina (SmS) teve uma
retengdo de células CD4" no bago em relagfio ao seu correspondente grupo doente (EAES).
Na avaliagio das células CD8" os ratos tratados com salina ou SP tiveram niveis de células
CD8” similares aos dos ratos-controle EAE [F(5,32) = 6,03, p<0,001] (p<0,05) (Figura 11).
O grupo simulado salina (SmS) apresentou menor nivel de células CD8™ no bago que o seu
respectivo controle doente (p<0,05) (Figura 11) .

A razioc CD4/CD8 foi significativamente menor nos ratos tratados com
antagonista da SP seguidos da imjegdo de SP (EAEAnSP) que aquela do grupo EAE
controle, principalmente porque aqueles tiveram mais células CD8" que CD4" no bago [F
(5,32) = 4,56, p<0,003] (Figura 12).

A porcentagem fenotipica de células NK (CD3NKR-P1") do baco dos ratos
EAE-controle no pico da resposta diferiram dos niveis encontrados nos controles normais,
quando analisados separadamente. O antagonista da SP nfio alterou essa resposta (Figura
13). Os grupos simulados nfio apresentaram diferengas significativas em relagio aos seus

respectivos pates doentes.
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De acordo com os dados citométricos, ratos-controle EAE, tratados com salina
e com SP, tiveram niveis similares de células NKT (CD3'NKR-P17), mas os niveis foram
significativamente menores nos ratos EAE tratados com o antagonista da SP, quando
comparado a esses e ao grupo simulado tratado com SP, indicando um papel para a SP

endogena no fluxo migratério dessas células no bago [F (5,32) = 11,27, p<0,001]
(Figura 14).

8

o1 ) ©) (6) (&) (6) (6) 4) (6)

% de células CD3+

Figura 9: Porcentagem de células T CD3", em ratos Lewis machos com encefalomielite
alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (47,8 £+ 2,2}], com
EAE [2-EAEc (64,2 = 0,8), 3-EAES (52,3 £ 1,8), 4-EAESP (53,9 £ 2,1), 5-
EAEAnS (58,6 = 1,2), 6-EAEAnSP (54,7 &+ 2,7)] e simulados [7-SmS (52,3 *
1,1} e 8-SmSP (49,2 * 1,5)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina (S),
Substincia P (SP) e antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sfo as médias

+ E.P.M. do n°de ratos indicados nos pardmetros de cada coluna.

*p<0,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 2 vs colunas

1,3,4 e 6 (teste de Tuckey) .
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Figura 10: Porcentagem de células T CD4", em ratos Lewis machos com encefalomielite
alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (45,6 = 1,3)],
com EAE [2-EAEc (59,6 * 0.6), 3-EAES (41,2 £ 4.0), 4-EAESP (51,3 + 1,7),
5-EAEAnS (53,4 £ 1,3), 6-EAEAnSP (49,4 * 1,5)] e simulados [7-SmS (50,7
+ 1,3) ¢ 8-SmSP (47,4 £ 0,8)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina
(S), Substéncia P (SP) ¢ antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sdo as

médias = E.P.M. do n°de ratos indicados nos pardmetros de cada cohina.

op<(,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 2 vs colunas

1.3.4 ¢ 6 (teste de Tuckey) .

eep<0,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 3 vs colunas

4 ¢35 (teste de Tuckey) .

eeep<(),05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 5 vs coluna

3 (teste de Tuckey) .
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Figura 11: Porcentagem de células T CDS8", em ratos Lewis machos com encefalomielite
alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (10,7 £ 0,4)],
com EAE [2-EAEc (14,5 £ 0,5), 3-EAES (11,8 + 1,5), 4-EAESP (15,0 + 0,8),
5-EAEARS (15,4 * 1,3), 6-EAEAnSP (17,7 £+ 0,8)] e simulados [7-SmS (9,9
£ 0.2) e 8-SmSP (13,4 % 0,5)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina
(S), Substancia P (SP) e antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sfo as

médias = E.P.M. do n°de ratos indicados nos par&metros de cada coluna.

op<0,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 3 vs coluna 5

(teste de Tuckey) .
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Figura 12: Razdes de células T CD4/CD8 em ratos Lewis machos com encefalomielite
alérgica expermmental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (4,3 + 0,2)],
com EAE [2-EAEc (4,1 £0,1), 3-EAES (3,6 + 0,3), 4-EAESP (3,5 £ 0,2), 5-
EAEAnS (3,6 +0,3), 6-EAEAnNSP (2,8 1 0,2)] e simulados [7-SmS (3,6 0,4) ¢
8-SmSP (2,7 £ 0,2)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina (S),
Substdncia P (SP) ¢ antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sdo as

médias = E.P.M. do n° de ratos indicados nos pardmetros de cada coluna.

op<0,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 2 vs coluna 6

{teste de Tuckey) .
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Figura 13: Porcentagem de células CD3NKR-P1" em ratos Lewis machos com

encefalomielite alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-
LwN (4,9 + 0,4)], com EAE [2-EAFEc (8,8 + 0,3), 3-EAES (6,5 £ 1,7), 4-
EAESP (10,4 = 0,9), S-EAEAnS (8,7 = 1,0), 6-EAEAnSP (9,3 + 0,7)] e
simulados [7-SmS (4,9 £ 0.5) ¢ 8-SmSP (10,2 X 0,6)] foram distribuidos ac
longo das colunas. Salina (8), Substincia P (SP) e antagonista (An) foram

dados i.c.v. As colunas sio as médias = E.P.M. do n° de ratos indicados nos

pardmetros de cada coluna.

op<(,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 1 vs coluna 2

(teste de Tuckey) .
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Figura 14: Porcentagem de células CD3'NKR-PI* em ratos Lewis machos com

encefalomielite alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-
LwN (1,6 + 0,2)], com EAE [2-EAEc (1,6 £ 0,1), 3-EAES (1,3 = 0,1), 4-
EAESP (1,9 % 0,3), S-EAFAnS (0,5 £ 0,04), 6-EAEAnSP (0.6 = 0,1)] e
simulados [7-SmS (1,2 £ 0,1) ¢ 8-SmSP (1,7 * 0,1) foram distribuidos ao
longo das colunas. Salina (S), Substdocia P (SP) e antagonista {(An) foram
dados i.c.v. As colunas sfo as médias = E.P.M. do n° de ratos indicados nos

pardmetros de cada coluna.

op<{,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna S vs coluna 3

(teste de Tuckey) .

sen<0,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 6 vs colunas

4 (teste de Tuckey) .
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4.5. ANALISES HORMONAIS

As dosagens hormonais de ACTH e corticosterona foram realizadas a partir do
plasma ¢ do AVP da eminéncia média desses animais. Foram consideradas como valores
basais das mesmas as dosagens do grupo dito controle normal.

Ratos EAE tiveram niveis de ACTH maiores que os controles [F (5,32) = 3,45,
p<0,01]. A SP reduziu os niveis de ACTH (p<0,05), em relagdio aos grupos EAEc ¢ EAES
¢ esse efeito foi revertido para niveis similares ao do grupo EAES em ratos injetados com
o antagonista da SP scguidos da injecdio de SP (EAEAnSP) (p<0,05) (Figura 15). Na
andlise dos grupos doentes em relagio aos simulados, os animais doentes tratados com
salina tiveram niveis maiores de ACTH em relagdo aos grupos simulados [F(4,25) = 7.2,
p<0,001] (p<0,05). As mudancas nos niveis de corticosterona foram similares aquelas para
o ACTH {F (5,32) = 5,15, p<0,001], porém os grupos simulados apresentaram baixos niveis
de corticosterona em relagio aos seus respectivos pares doentes. (Figura 16). Ndo houve
mudangas significantes nos niveis de AVP em nenhum dos grupos (Figura 17).

Resultados
115



200

(5) (®) (6) () (6) (6) 4) (6)

150

Horrménio Adrenocorticotrofico (pg/ml)

Figura 15: Nivel de hormdnio adrenocorticotréfico em ratos Lewis machos com

encefalomiclite alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-
LwN (10,2 * 1,5)], com EAE [2-EAEc (92,2 + 38,5), 3-EAES (47,1 £ 6,1),
4-EAESP (21,3 £ 2,3), 5-EAEAnS (17,9 + 3,0), 6-EAEAnSP (44,8 + 11,8)]
e simulados [7-SmS (13,3 £ 1,2) e 8-SmSP (10,4 £ 2,6)] foram distribuidos
a0 longo das colunas. Salina (S), Substincia P (SP) e antagonista (An) foram

dados i.c.v. As colunas sdo as médias + E.P.M. do n° de ratos indicados nos

pardmetros de cada coluna.

*p<0,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 2 vs coluna 1

(teste de Tuckey) .

*#p<0,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 4 vs colunas

2,3 e 6 (teste de Tuckey) .

eeep<(,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 3 vs

colunas 7 e § (teste de Tuckey) .
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Figura 16: Nivel de corticosterona em ratos Lewis machos com encefalomielite alérgica
experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (2,2 = 0)], com EAE [2-
EAEc (152,1 £ 42,5), 3-EAES (120,3 + 17,8), 4-EAESP (44,0 £+ 16,2), 5-
EAEAnS (46,9  19,3), 6-EAEAnSP (128,4 * 34,1)] e simulados [7-SmS (2,2
* 0) e 8-SmSP (5,3 £ 3,1)] foram distribuidos ao longo das colunas. Salina (S).

Substdncia P (SP) e antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sdo as

médias + E.P.M. do n° de ratos indicados nos parimetros de cada coluna.
¢p<0,05, indica diferenga significativa entre os grupos da coluna 2 vs coluna 1
{(teste de Tuckey) .

¢ep<(,05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 4 vs colunas

2,3 ¢ 6 (teste de Tuckey) .

seep<(),05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 3 vs coluna

7 (teste de Tuckey) .

eseep<() 05, indica diferenca significativa entre os grupos da coluna 8 vs

coluna 4 (teste de Tuckey) .
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Figura 17: Nivel de arginina vasopresina em ratos Lewis machos com encefalomielite
alérgica experimental (EAE). Ratos-controle normais [1-LwN (3,6 £ 0,7)],
com EAE [2-EAEc (4,3 £ 1,0), 3-EAES (6,5 £ 1,3), 4-EAESP (7,2 £ 3,4), 5-
EAEAnNS (5,9  0,4), 6-EAEAnSP (6,5 £ 0,6)] e simulados [7-SmS (2,3 &

0,3) e 8-SmSP (3,7 £ 0,9)] foram distribuidos ao fongo das colunas. Salina
(S), Substincia P (SP) e antagonista (An) foram dados i.c.v. As colunas sfo as

médias + E.P.M. do n° de ratos indicados nos pardmetros de cada coluna.

Nio houve diferengas significativas entre os grupos .
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De posse de conhecimentos bem estabelecidos na literatura sobre o papel da SP
na modulacio do eixo HHA frente a quadros de estresse crdmico, foi proposta deste
trabatho investigar a participagio desse neuropeptideo na modulagdio dos processos
imunopatolégicos de um modelo experimental de estresse inflamatério crénico conbecido
como EAE, o0 modelo animal mais fidedigno para o estudo da EM.

5.1. DA EVOLUCAO CLINICA AOS SINAIS HISTOPATOLOGICOS:

Assim que aparecem as primeiras manifestagSes clinicas da doenga, as lesGes
periventriculares se instalam, traduzindo um edema vasogénico pela presenca da ruptura da
BHE. A intensidade da ruptura da BHE e do volume do edema vasogénico traduz o
aumento do teor de 4gua no tecido (HIRAKAWA et al., 1984), o qual € concordante com o
agravamento da doenga (NAMER ef al., 1992). Essas alteragbes demonstram o papel
importante da ruptura da barreira que precede e segue a evolugio da doenga e determina a
formagdo de leses inflamatérias. Essas sio compostas de infiltrados mononucleares

perivasculares em todo o sistema nervoso central, mas essencialmente ao nivel da medula

espinhal e do tronco cercbral (PENDER, 1988; PENDER ef al., 1989).

Seja qual for 0 modelo de EAE utilizado, a ruptura da BHE interessa somente a
certas zonas do SNC ditas frageis (JUHLER, 1988), ou seja, regifes periventriculares,
zonas de entrada das raizes dorsais dos nervos cranianos ¢ espinhais, leptomeninges. Isso se
deve ao fato de que os linfocitos T sensibilizados a PBM penetram e/ou atacam
preferencialmente as células endoteliais dessas regibes frageis (JUHLER et al., 1984;
TUHLER et al., 1985). Trata-se de uma reaglo nfo especifica ligada as condigdes
anatémicas e reologicas da vascularizaciio dessas regides (OLSSON, 1968; JELLINGER,
1974; SIMMONS et al., 1982; PENDER & SEARS, 1986; RECHTHAND & RAPOPORT,
1987; PETTERSSON, 1993) ou de uma reagdo especifica entre as células endoteliais
dessas regifes e de linfocitos T sensibilizados 2 PBM.
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Portanto, os achados de infiltrados perivasculares, observados nesses animais
doentes no pico dos sinais clinicos, nfo foram estatisticamente significativos entre os ratos
tratados ou ndo com a SP ou com o seu antagonista, demonstrando, portamto, o efeito
inerente dessa quebra da BHE e do conseqiiente edema vasogénico, como agentes
imprescindiveis para a instalagfio de todo o processo imunoinflamatdrio local, associado a
reacdo especifica dos linfoeitos T sensibilizados 4 PBM. A SP nfio parece, portanto, ter um
efeito direto sobre a génese dessas placas, embora possa participar da instalagiio do
processo inflamat6rio, aumentando a permeabilidade dos capilares cerebrais a entrada das
células inflamatérias no SNC, pois a recente descoberta de astrocitos imunoreativos a SP
nas placas de Esclerose Multipla (EM) aumenta a possibilidade de que esse peptideo possa
ser importante na historia natural da doenga (KOSTYK et al., 1989, BARKER et al., 1992).

5.2. MODULACAO DO EIXO HHA

Vérios trabalhos tém descrito o papel mediador do CRF e IL-]1 na relacdo entre
estresse ¢ imunidade JRWIN et al,, 1987; IRWIN er al., 1990). Exemplificando, IL-1
estimula a sintese de CRF pelo PVN ou a sua liberagio pelas terminages neuronais
situadas na eminéncia média, utilizando como mediador a prostaglandina (SAPOLSKY et
al., 1987; BERKENBOSH et al, 1987). E mais, CRF central parece ser o principal
mediador dos efeitos da IL-1 periférica sobre o eixo HHA (SAPOLSKY et al., 1987;
BERNTON et al., 1987), pois receptores de IL-1 sfio evidenciados no hipocampo, cortex,
plexo cordide, hipdfise, assim como também receptores para a IL-6 € TNF pelo hipotdlamo
(HAOUR et al., 1990; KINOUCHI er al., 1991; OHMICHI et al., 1992; SCHOHITZ,
VOORHUIS & DE KLOET, 1992).

O érgho vascular da ldmina terminal (OVLT), desprovido de barreira hemato-
meningea, poderia ser o alvo central da IL-1 periférica e o suporte desses efeitos sobre a
atividade do eixo hipéfise-supra-renal, efetuando-se através das vias:

e plasmatica: as citocinas, principalmente a IL-1, circulando pelo OVLT,
poderiam ligar-se a receptores sobre as células endoteliais que, em resposta, secretariam, no
parénquima cerebral, fatores prd-inflamatdrios, como PGs que agiriam sobre neurdnios

préximos, através de peurotransmissores clissicos, transferindo a informacfio as células
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hipotaldmicas ou hipocdmpicas (KENT, 1992; SCHOBITZ, REUL & HOLSBOER, 1994).
A IL-1 poderia, também, ativar o PVN indiretamente, através da 4rea pré-optica medial
(KATSUURA er al., 1990).

® nervosa: as citocinas teriam uma influéneia estimulante sobre a expresséo de
certos fatores do SNP que conduziriam a mensagem por intermédio das fibras sensoriais
aferentes ao cérebro (KENT er al., 1992; SCHOBITZ et al,, 1994), diretamente através da
via vagal (LILLY & GANN, 1992; FLESHNER et al., 1995; GAYKEMA, DIJKSTRA &
TILDERS, 1995).

Argumento em favor de uma siatese cerebral de IL-1 (BREDER,
DINARELLO, SAPER, 1988) por astrécitos, macréfagos e neurdnios, e também de outras
citocinas (BANTLOW er al., 1990; BENVENISTE, 1992; SCHOBITZ et dl, 1992), como
IL-6 ¢ TNF (sintetizadas por astrécitos e macréfagos) seria a promogio de efeitos
evidenciados pela injecio de IL-1 ¢ TNF icv. similares aqueles observados apds a
administragfio periférica das mesmas (SHOHAM ef al., 1987; SUNDAR ef al., 1990;
RIVEST, TORRES, RIVIER, 1992). Portanto, a IL.-1 cerebral, intervindo como seu préprio
mensageiro intermedidrio, seria o principal mecanismo de coordenaciic das respostas
nervosas e enddcrinas 4 IL-1 periférica ( BREDER et of, 1988), atuando de uma maneira
autécrina ou paracrina (DINARELLO et al., 1987).

Por outro lado, argumento em favor da via nervosa seria sustentado por trabalho
mostrando que a [L-1beta, administrada perifericamente, mas niio centralmente, seria capaz
de induzir um efeito inibitério crdnico a libera¢io da ocitocina, através do estimulo do eixo
HHA, elevando o nivel de glicocorticdides plasmaticos (HARBUZ et al., 1996).

Os mecanismos que levam a niveis de esterdides elevados na EAE se iniciam
provavelmente no niicleo paraventricular do hipotilamo, como resultado de um estresse
inflamatério cronico estabelecido, seja pela acfio periférica da IL-1, estimulando a sintese
de CRF pelo PVN ou a sua liberagio pelas terminagGes neuronais sitbadas na eminéncia
média (SAPOLSKY ez al., 1987, BERKENBOSH ef al, 1987; DEL REY, A., KLUSMAN,
L, BESEDOVSKY, H.O., 1998; HARBUZ et. al., 1995). Na artrite adjuvante, outro tipo de
inflamagdo cronica, o aumento que ocorre nos niveis hormonais deve-se a ativagdo do eixo
HHA, acompanhado de um decréscimo no CRF (HARBUZ e al, 1995). Isto
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provavelmente ocorre porque, com o desenvolvimento da doenga, ha uma perda do ritmo
circadiano normal de hormonios circulantes, na qual niveis de ACTH e corticosterona estdo
aumentados, enquanto niveis de CRF estio reduzidos, mas AVP aumentados (HARBUZ et
al., 1995). Quando CRF é indbil em aumentar ACTH plasmdtico durante esse processo
inflamatério crénico, AVP toma a diretriz estimulatéria do eixo HHA, possivelmente
através do nivel aumentado de SP no PVN e na eminéncia média, o qual aumenta a
habilidade do PVN em estimular a sintese de AVP e inibir a de CRF (HARBUZ er 4dl.,
1995). Os resultados encontrados neste trabalho para ACTH e corticosterona (fig. 6) estfio
em acordo com essas € outras publicagbes, mostrando niveis elevados de ACTH e
corticosterona em ratos doentes (HARBUZ et al., 1995; REDER et al., 1994). Isso poderia
ser explicado pela secreg¢do da prépria IL-1 por linfécitos e monocitos, a nivel periférico, ou
mesmo ceﬂt:ra], por astrdcitos, células microgliais ou neurdnios, fazendo parte da resposta a
reacdo inflamatéria e/ou pela sua acfo na ativagio do eixo hipéfise-medula-supra-renal
(FONTANA et al., 1982). Por outro lado, nfo houve aumento do AVP nesse grupo (Figura
12), o que nos leva a pensar que mecanismos etiopatogénicos diferentes regem esses dois
tipos de doencas inflamatérias. Embora a vasopressina possa estar aumentada apenas no
baco, mas ndo no timo, de ratos artriticos no 14° dia ap6s a imunizaciio (JESSOP et al.,
1995; CHOWDREY ez al., 1994), isso nfo € bem estabelecido na EAE. Contudo, existem
trabalhos na literatura que mostram que o AVP ndo estd aumentado em pacientes com EM,
onde o mimero de células imunoreativas ao AVP no PVN desses pacientes nfio € diferente
dos controles (PURBA et al., 1995). Além disso, MICHELSON ef al. (1994) demonstraram
que esses pacientes apresentam respostas nfio expressivas de ACTH a estimula¢do com o
AVP, com respostas normais de ACTH aoc CRH ¢ também ao cortisol, pela estimulacéo
com ACTH a altas e baixas doses. Isso é compativel com a hipotese de que o
hipercortisolismo nessa doenca € via CRF e ndo AVP.

Como existem evidéncias de que a administraciio de glicocortic6ides resulte na
perda de receptores de vasopressina pituitarios (KOCH & LUTZ-BUCHER, 1985; LUTZ-
BUCHER et al., 1986) ¢ que a ativagio da secrectio de ACTH pela vasopressina € menos
sensivel a inibicdo por “feed-back™ pelos glicocorticoides que pelo CRH (BILEZIJIAN,
BLOUNT, VALE, 1987), é possivel que o hipercortisolismo proprio da doenga leve a uma

inibi¢do dos mecanismos de resposta do AVP nestes ratos.
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Ratos injetados com SP (EAESP) i.c.v. mostraram uma queda nos niveis de
ACTH e corticosterona (Figura 12) em relagiio aos ratos injetados com salina, devido,
provavelmente, a diminuigio do CRH no PVN (FARIA et al., 1991), ja que este micleo &
altamente inervado com neurdnios contendo SP (MIKKELSON et al, 1989
BITTENCOURT et al., 1991), e também do CRH proveniente de outras 4reas, incluindo o
sistema catecolaminérgico do tronco cerebral, micleo arqueado e hipotdlamo lateral.
Juntamente com a presenga de receptores da neurocinina {NK1) em 4reas hipotaldmicas
(BITTENCOURT et al., 1991), esses dados sustentam evidéncias neurcanatbmicas e
funcionais suficientes para uma agfio central da SP dentro do eixo HHA. Ela seria inibit6ria

por atuar indiretamente no CRF através do dcido y-aminobutirico (GABA), presente dentro
de neurbnios CRF-érgicos do PVN (MEISTER et al., 1988). Por outro lado, o antagonista
da SP seguido da injecfio de SP reverteu essa queda. Curiosamente, os ratos que receberam
o antagonista ¢ salina ap6s (EAEAnS) reproduziram os mesmos resultados que os do grupo
injetado com SP (figura 12), indicando uma possivel auséneia de substincia P enddgena
nessa fase do processo patoldgico €, por conseqiiéncia, auséneia de efeito do antagonista.
Portanto, a SP enddgena nfio parece ser significativa nesse processo de doenga, tal qual
ocorre na AA. Entretanto, no grupo EAEAnSP, a agdo do antagonista passou a ser a de um
agonista parcial, provavelmente em fungéo de uma super saturagio do receptor, por dose
mostram que o antagonista da SP, RP 67580, em relagéio ao bloqueio dos receptores NK1,
exerceria uma agio nfo relacionada & inibigdo desses receptores, incluindo uma interacgéo
com canais de célcio e efeitos inibitérios ndo especificos na neurotransmisséio, mecanismo
similar aquele dos anestésicos locais (WANG et al., 1994; LOMBERT & SPEDDING,
1994). O fenbémeno de sensibilizagfo a doses mais elevadas do RP67580 (>2500pmol) no
aumento do ACTH e da corticosterona, induzido pela SP, apds a injegfio do antagonista,
poderia ser decorrente de uma ativagio do eixo HHA no grupo EAEAnNSP. Isso seria,
portanto, o resultado de tais efeitos nfo especificos do composto na neurctransmissfio ou na
excitabilidade neuronal em circuitos neurais relacionados a regulagio central do eixo. O
fato de ter ocorrido uma potencializacéio central das respostas a0 ACTH e a corticosterona
pela SP, nesse grupo, administrada apos o tratamento com altas doses do antagonista RP
67580, poderia arguir em favor de uma interagfo ndo especifica do mesmo. A capacidade
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diminuida a altas doses do RP67580 em inibir respostas centrais & SP parece ser
enantioseletiva ¢ pode resultar de interagdes do RP67580 com receptores centrais NKI.
Portanto, antagonistas nfo peptidicos atuariam como inibidores alostéricos que alterariam a
forma do sitio de ligacfio de alta afinidade para o agonista natural (GETHER et al., 1993).
Se a potencializaglio da resposta ac eixo HHA resulta de uma interacfio especifica do
RP67580 com os receptores NKI1 centrais, esses achados sugerem que interagdes
moleculares dessa substincia com esses receptores cerebrais sejam dose-dependentes, ou
seja, em baixas doses atuariam como antagonistas potentes dos receptores NK1 centrais e
em altas doses sensibilizariam esses receptores & SP (CULMAN et al., 1995). Por outro
lado, foi utilizada neste estudo a dose de 20 nmol, preconizada por JESSOP et al. que
utilizaram esta mesma dose do antagonista nos seus trabalhos com estresse agudo de
restricdo e estresse inflamatério cronico em um modelo de artrite adjuvante e nfo
verificaram tal efeito. No modelo sobre estresse agudo de restricfio essa dose mostrou que o
antagonista da SP ¢ responsdvel por niveis tdnicos elevados de ACTH e corticosterona
séricos ¢ CRH no PVN, mesmo apds 4h do término do estresse, sugerindo que a SP
endogena nio inibe a magnitude inicial da resposta ao eixo HHA ao estresse de restrigéo,
mas atua através dos receptores NK1 a nivel central para reduzir a duragfio da resposta ao

estresse.

O efeito do estresse de manipulaciio adicional, promovido pelas injegGes
repetitivas nesses animais, nfio parece ser significativo, haja visto que os grupos simulados
tiveram niveis de ACTH e corticosterona semelhantes ao grupo controle normal (LwN),
corroborando com a hipétese de um mecanismo de adaptagiio ao estresse de manipulagfo,
onde o eixo HHA permanece menos sensfvel ao estresse homotipico, devido ao aumento na
produgéo de SP por estimulo no PVN (HARBUZ et al., 1995).

Portanto, podemos postular que a SP possa ter um efeito modulador nesse
processo inflamatério da EAE, embora ndo diretamente, mas através do eixo HHA, com
conseqiiente ativacao da gliandula adrenal ou do sistema simpético, atuando diretamente ao

nivel dos 6rgéos linféides, controlando, por exemplo, o trafego celular nos mesmos.

Embora o papel para a SP atnda ndo esieja bem definido na EAE, alguns
autores investigaram o papel das fibras nervosas da NA e da SP dentro de linfonodos na
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artrite auto-imune alérgica experimental (AA) em ratos Lewis, demonstrando que a
denervaglo quimica por 6-OHDA promove um inicio precoce e severidade aumentada do
processo artritico, enquanto a denervagfio das fibras nervosas da SP com capsaicina, nos
mesmos, resultou em um inicio retardado e severidade diminuida dessas mudangas
inflamatoérias, sugerindo que essas possam modular o tempo de inicio do curso e a
severidade da AA em ratos Lewis (FELTEN e al., 1992),

5.3. ESTRESSE INFLAMATORIO COMO FATOR DE MUDANCAS NO PESO
CORPORAL

A queda de peso constatada nos animais doentes, principalmente no inicio dos
sintomas clinicos, deve-se provavelmente aos mecanismos do estresse inflamatorio, acima
referidos, ao qual os animais foram submetidos. Nesse caso em particular, o estresse foi de
natureza mista, fisica, devido a reagfio imunoinflamatdria promovida pelo M. ruberculosis e
pela PBM, além de psicolégica, pelo estresse de restrigiio, decorrente da imobilizaggio
parcial durante a fase de instalacfio dos sintomas clinicos, tais como paresia ou paralisia,

que acometem os animais.

Ja é bem estabelecido na literatura que o estresse de restricdo repetitivo, 3h/d,
por trés dias consecutivos, suprime a ingesta de alimentos e o peso corporal (HARRIS et
ai., 1999). A diminui¢#io de peso ocorre imediatamente apds o estresse € mantém-se por um
longo periodo, mesmo apés 40 dias do término do estresse {(HARRIS er al., 1999). Por
outro lado, a redugio da ingesta ocorre uma semana antes do término do estresse ¢ sem
hiperfagia compensatéria, resposta normalmente observada em animais privados de
comida. O mecanismo exato nfo € bem elucidado, mas parece envolver o horménio
liberador da corticotrofina (CRH), neuropepitideo Y e serotonina (GRIGNASCHI,
MANTELLI, SAMANIN, 1993; HEINRICHS ef al., 1992; SHIMIZU & BRAY, 1989).
Entretanto, esses retornam a niveis basais 2 h apés o término das 3 h de estresse de restricgo
(RYBKIN et al, 1999). Portanto, nudangas nesses sistemas podem sucessivamente
explicar a hipofagia que imediatamente se segue ao estresse de restricdo, mas falha em
explicar a hipofagia prolongada e a auséncia de hiperfagia compensatéria durante o periodo
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pés-estresse. Isso pode ser explicado por mudangas no metabolismo periférico, pos-
estresse, como aumento da sensibilidade 3 insulina e inibicio da entrada da glicose nos
adipécitos, além de uma elevada oxidagfio sem esterificacdio de acidos graxos, indicando

wma mudanca no suplemento de energia de glicose a acidos graxos (ZHOU ef al,, 1999).

Essa queda de peso foi verificada em todos os animais que receberam a PBM
com o adjuvante de Freund, contendo o Mtuberculosis, ou seja, tanto naqueles que
receberam salina icv, quanto naqueles que receberam a SP ou o seu antagonista, a perda de
peso foi estatisticamente significativa, quando da instalagfio dos sinais clinicos, e discreta
no dia subsegiiente & imunizagfio, concluindo-se que esse tipo de estresse nfio pdde ser
blogueado pela SP ou que as mudangas metabdlicas envolvidas nesse tipo de alteragfio nfo

30 inerentes as vias metabdlicas as quais a SP modula.

5.4. IMUNIDADE CELULAR

O fato de que algumas substincias podem aumentar, tanto quanto diminuir,
funges celulares imunoinflamatérias deve-se a uma dualidade que poderia ser
parcialmente explicada por dose-dependéncia e/ou em decorréncia de uma variedade de
sistemas ou de populagdes celulares heterogéneas serem recrutadas. Por exemplo, tem sido
repetitivamente mostrado que proliferagéo celular, sintese de Igs e atividade NK, poderiam
ser aumentadas, inibidas ou nfio afetadas por neuropeptideos como somatostatina ou
peptideo vasoativo intestinal. A SP que, em geral, estimula a atividade linfocitica, pode, sob
certas condiges, inibi-la (AGRO & STANISZ et al., 1995).

Durante uma resposta imune, neutrofilos e linfocitos migram para dentro de
tecidos nfio linfdides. A resposta inflamatdria aguda € caracterizada por um influxo precoce
de neutrofilos, com linfécitos e fagocitos polimorfonucleares invadindo a lesdo um dia
apos, tornando-se os tipos celulares predominantes nos sitios inflamatérios cronicos, tal
qual ocorre nas placas de Esclerose Multipla no SNC (MALE et al., 1991).

A cascata de citocinas induzida pelos processos inflamatérios pode regular o

acimulo de células NK em virios tecidos e € possivel que estas reconhecam as células T

Discussiio
132



encefalitogénicas ativadas nos Orglos linfoides alvos, modulando a sua funcdo
(MATSUMOTO er al, 1998; WHITESIDE et al, 1998). Citocinas produzidas pelos
linfécitos T e células acessorias exercem ambos os efeitos, estimulatérios e inibitdrios,
sobre a resposta imune. Esses efeitos niio tém, geralmente, especificidade antig€nica.
Dentre as citocinas implicadas nesta modulagéo, a IL-1, juntamente com o CRH, inibem a
atividade NK por mediagdo simpatica TRWIN et ai., 1987; IRWIN ef af., 1988; IRWIN et
al., 1990; SAPERSTEIN et al,, 1992); a IL-10 aumenta a proliferacio das células NK,

assim como a sua atividade citot6xica, dependente de uma produggo elevada de IFN. -Y pelas
mesmas (CAI et al., 1999).

Um possivel papel supressivo para ¢élulas NK em EAE tem sido sugerido por
varios estudos (ZHANG er al., 1997, MATSUMOTO et dl., 1998; SMELTZ, WOLF,
SWANBORG ef al., 1999), onde essas células seriam implicadas na diferenciagfio das

células T imaturas, além de secretarem IFN-y, o qual promoveria a transformacio das
células. T em células Thi. Aldm disso, elas influenciariam a fun¢io das células B na
secrecdo de anticorpos (TAKEDA & DENNERT, 1993), fungdo macrofigica e
diferenciagio Th2 (HOSHINO et al., 1999).

Alguns trabalhos sugeriram também que o comprometimento das células NK
exacerba a doenga, pois ela pode ser agravada pela delegéo dessas células com o tratamento
com anticorpo anti-NX (ZHANG et al., 1997), o que explicaria a baixa atividade NK, vista
nos ratos-controle EAE no pico do estigio clinico da doenga (Figura 7). Além disso, a
administragdo de drogas imunomoduladoras, que aumentam a atividade NK, suprime sinais
clinicos e histologicos da EAE cronica, reforcando a hipétese de que essas células tenham
uma fungfo regulatéria na EAE (KARUSSIS et al., 1993). Paralelamente, um grande
nimero dessas células foi encontrado no SNC, principalmente no pico do estigio da EAE
(MATSUMOTO et al., 1998), enfatizando seu papel na evolugio da doenga. Os achados
deste estudo, no que tange ao aumento percentual dessas células no bago nos ratos-controle
EAE (figura 10), poderia sugerir a hipotese de que as mesmas seriam recrutadas para o
SNC pela corrente sangiiinea a fim de participarem nos processos de recuperagio da

doenca.
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Analogamente, pacientes com EM tém células NK reduzidas no sangue
periférico comparadas aos normais (MUNSCHAUER et al., 1995), enfatizando a
reprodutibilidade fisiopatoldgica do modelo experimental em humanos e validando, ainda
mais, os dados deste estudo.

Por outro lado, o papel da SP em modular esta atividade nfio estd bem claro,
pois a injecfio da SP nfio alterou o percentual de atividade NK esplénica, € a reversdo desta
pelo antagonista, verificada no grupo EAEAnSP, nio foi evidenciada no grupo EAEAnS,
sugerindo que a resposta ao antagonista tenha sido prejudicada pelo efeito alostérico da SP
ou que a SP nfo tenha um papel modulador direto neste tipo celular, mas possa atuar,
através do sistema simpatico, para a produgio local dentro do bago de ACTH pelos
linfécitos. Esse aumento da produgdio local de ACTH pode elevar a atividade NK
(MCGLONE, LUMPKIN, NORMAN, 1991), explicando as taxas elevadas dessa atividade
no grupo EAEAnRSP. Por outro lado, as alteragSes que se verificam entre os grupos doentes
injetados com SP ou veiculo em relagdo aos correspondentes simulados devem-se,
provavelmente, aos mecanismos imunoinflamatorios intrinsecos da doenga, como, por
exemplo, a produgio de ILs ou de CRH, pois 0 aumento deste, pela ativagio do simpatico,
com o aumento do contetido da norepinefrina esplénica, poderia explicar a queda téo
acentuada da atividade NK nos grupos simulados (IRWIN ef al, 1988; IRWIN et al., 1990).

O discreto aumento da atividade NK observado nos ratos EAE tratados com
salina (figura 10) foi provavelmente causado por estresse, ja que estudos com injegdes
intraperitoneais diarias de salina hipertnica resultaram em um aumento sustentado no
RNAm do CRF, similar aquele visto com o estresse de imobilizagiio (HARBUZ ef al.,
1995).

Quanto ao fendtipo NK, determinado por ciiometria de fluxo, evidenciou-se
uma tendéncia elevada ao recrutamento das células NK esplénicas no grupo EAE controle,
comparado aos ratos normais (figura 4), em detrimento de uma atividade diminuida dessas
células. O aumento de outras populagdes celnlares, como os linfocitos CD3™ e CD4”, no
grupo EAE controle, refletiu principalmente um melhor recrutamento de células CD4™ pelo
baco na doenca. Esse recrutamento também foi verificado em ratos tratados com SP,
quando comparados aos tratados com veiculo, indicando um papel modulatério da SP no
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recrutamento dessas células no bago (figura 8), j4 que é descrita a sua ago estimulante
sobre a proliferagiio de linfocitos T e a sintese de anticorpos (STANISZ, BEFUS,
BIENENSTOCK, 1986). A SP pode modular respostas inflamatérias também por controlar
a paténcia da resisténcia dos vasos, agindo diretamente em células de mastécitos para
causar a liberagdo de granulos (BROWN et al., 1982). Nossa hipétese ¢ a de que ela possa
também ter a mesma fungdo a nivel do SNC, agindo na permeabilidade dos capilares

centrais e selecionando os tipos celulares que véio permear os subtipos inflamatérios.

Uma outra populagio timo-dependente também implicada na auto-imunidade ¢
a célula NKT, que também foi investigada neste estudo. O antagonista da SP induziu um
fluxo migratério de células NKT para fora do bago, sugerindo que a SP possa influenciar
este trafego celular, também via sistema simpético (Figura 11).

Em suma, os resultados deste estudo sugerem que houve um comprometimento
de células NK no curso da EAE, em decorréncia da diminunigso dessas células no pico do
estigio da doenga. A SP, como peptideo neuromodulador, poderia estar interferindo no
fluxo migratério de células NK, T e NKT a nivel do bago, controlando, através do sistema
simpético, ou producgo local de ACTH, o recrutamento destas no processo inflamatério ou
mesmo incrementando os mecanismos de regulagio ¢ auto-limitagio desse processo

patologico.

Portanto, este projeto de pesquisa permitiu avaliar os diferentes aspectos
imunolégicos da EAE e da modulagfio da SP nesse modelo imunoinflamatério de doenga,
assim como mecanismos fisiopatologicos implicados na sua génese e evolugdio. Os
resultados nele coletados permitiram mostrar que a resposta imune na EAE & claramente
influenciada pelos sistemas nervoso e enddcrino, através da liberagio de horménios que
podem afetar a produgfio de ou a resposta a citocinas. Especificamente, esses achados
também suportam a hipotese de que a SP possa modular os mecanismos de controle da
EAE e prover questionamentos para vérias interpelagdes a respeito da fisiopatologia e
tratamento da esclerose miiltipla.

Estima-se que este trabalho possa acrescentar novas idéias que permitam
ampliar os estudos para o entendimento dos eventos imunopatologicos nesta doenga,

sugerindo novas estratégias de pesquisas futuras.
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6.CONCLUSOES
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No modelo de EAE, a ativagiio do eixo HHA levou ao aumento da produgéo de
ACTH e corticosterona no pico dos sinais clinicos, sem aumento do AVP, mdicando,
provavelmente, que a via de estimula¢io deste processo patoldgico possa ser o CRH ¢ ndo

o AVP, como ocorre na artrite adjuvante.

Os resultados de ACTH e corticosterona obtidos em ratos tratados com SP
mostraram uma queda nos seus valores plasméticos que nfo foi revertida quando os
animais foram tratados previamente com o antagonista da SP, indicando uma possivel

auséncia ou quantidade nfio expressiva de SP endégena no pico dos sinais clinicos da EAE.

Do mesmo modo, variagles observadas nas subpopulagdes celulares do bago,
com aumento do recrutamento das células NK espKnicas € uma conseqiiente diminuiciio da
sua atividade nos animais doentes, evocam o papel modulador deste tipo celular na EAE. E
mais, modificagdes no trafego de linhagens celulares como células CD4" e NKT pela
injeciio de SP e, desta Ultima, com acentuada reducédo apos a inje¢éic do antagonista, induz
ao raciocinio de que esse neuropeptideo possa ser um elemento modulador importante nos

processos fisiopatologicos dessa doenga.

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalbo sugerem que a SP possa
influenciar tanto o eixo HHA como a resposta imune celular esplénica na EAE, embora nfio
dirctamente, mas provavelmente através de algas regulatérias, deixa antever a possibilidade
de se estruturarem novos projetos que permitiro estudar a importincia desta substéncia na
etiopatogenia desta doenga.

Conclustes

139



7.SUMMARY
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Substance P centrally injected (ICV) in rats acts on the autonomic nervous
system and the hypothalamic-pitujtary-adrenal axis (HPA) to modulate innate immune
function and inflammatory response in autoimmune diseases. The effects of modulation in
migration and in natural killer cell activity of splenocytes in these systems were studied in
experimental allergic encephalomyelitis (EAE) a model of autoimmune discase which acts
as a chronic inflammatory stress. The migration characteristics observed by flow citometry
were of the CD3*, CD4*, CD8", CD3"NKR-P1" and NKT splenocyte subpopulations. The
innate immune fimction measured was that of the cytotoxic NK activity measured by cr’!
liberation assay in the peak of the inflammatory process. The hypothalamic-pituitary-
adrenal axis alterations were measured by quantifying the plasma hormone levels of
adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone and the median eminence values
of arginine vasopressin. In this chronic inflammatory model was observed an increased
retention in the spleen of CD3" (64,2 + 0,8 %), CD4" (59,6 + 0,6 %), CD8" (14,5 + 0,5 %)
and CD3*NKR-P1* (8,8 + 0,3 %) cellular subtypes with a diminished NK cytotoxic activity
(5,2 + 0,6 %) when compared to healthy contro] rats [CD3" (47,8 £ 2,2 %), CD4" (45,6 +
1,3 %), CD8" (10,7 = 0,4 %), CD3*'NKR-P1" (4,9 + 0,4 %), NK cytotoxic activity (8,9 =
0,7 %), ACTH (10,2 + 1,4 pg/ml), corticosterone (2,2 = 0 ng/mi)].. There was a mverse
correlation with high levels of ACTH (92,2 + 38,5 pg/ml) and corticosterone (152,1 & 42,5
ng/ml). Substance P 20 nanomols ICV injected also increased the retention of CD4" (51,3 =
1,7 %), CD8" (15,0 + 0,8 %) and CD3'NKR-P17 (10,4 + 0,9 %) in the spleen of EAE rats
with a lower NK cytotoxic activity (5.4 + 0,6 %) in the peak of the clinical symptoms and
decreased levels of ACTH (21,3 + 2,3 pg/ml) and corticosterone (44,1 = 16,2 ng/ml) when
compared to injected saline controls [CD4" (41,2 + 4 %), CD8" (11,8 + 1,5 %) and
CD3"'NKR-P1* (6,5 + 1,7 %) NK cytotoxic activity ( 7,6 = 0,2 %), ACTH (47,1 + 6 pg/ml),
corticosterone (120,3 £+ 17,8 ng/mi) ]. When treated with a substance P antagonist NKT
cells presented a decreased splenic retention [antagonist + saline (0,5 + 0,04 %) e
antagonist + SP (0,6 = 0,1 %)] when compared to saline-treated group (1,3 + 0,1 %),
suggesting a role for substance P in the migration control of this type of cell.

We can conclude that the results of this work suggest a role for substance P in
the modulation of the HPA axis, to the lymphocyte traffic control and to the innate immune

response in chronic autoimmune inflammatory diseases.
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ANEXOQO 1

Escala de escore histopatolégico, segundo a classificacdo de Jones et al. (1990)

1} Focos de células inflamatérias somente na leptomeninge.
2} Um a quatro pequenos focos de células inflamatérias no parénquima.

3) Um a trés grandes focos de células inflamatérias ou mais de quatro
pequenos focos de células inflamatorias no parénquima.

4) Mais de trés grandes focos de células inflamatérias no parénquima ou mais

que a metade do parénquima difusamente infiltrado com células inflamatorias .
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ANEXO 2

Média dos pesos dos varios grupos de ratos, com seus respectivos desvios-padrio e

erros-padrio da média.

Estatisticas descritivas da varidvel peso do grupo normal

Dia N Média D.pP. Erro Padrio
1 5 168.8 8.4380 3.7736
2 5 181.2 2.5884 1.1576
3 5 189.0 3.0000 1.3416
4 5 192.8 10.9179 4.8826
5 5 196.4 11.5239 5.1536
6 5 202.0 11.4018 5.0990
7 5 2144 12.0333 5.3815
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Estatisticas descritivas da varidvel peso do grupe EAEc

Dia N Média D.P. Erro Padrdo
1 6 154.000 4.0000 1.6330
2 6 151.333 3.7238 1.5202
3 6 158.500 3.0822 1.2583
4 6 165.500 3.0822 1.2583
5 6 174.333 4.0825 1.6667
6 6 173.333 5.8878 2.4037
7 6 177.333 6.7725 2.7649
8 6 186.667 6.6533 2.7162
9 6 191.833 6.2743 2.5615
i0 6 196.667 7.3394 2.9963
11 6 196.667 9.3524 3.8181
12 6 188.333 13.4114 5.4752
13 6 180.000 13.6235 5.5618
14 6 174.667 12.5645 5.1294
15 6 167.333 9.7707 3.9889
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Estatisticas descritivas da varidvel peso do grupo EAES

Dia N Média D.P. Erro Padréio
1 6 182.667 22.2231 9.0725
2 6 181.667 17.3167 7.0695
3 6 187.667 15.7184 6.4170
4 6 191.333 16.6213 6.7856
5 6 190.333 14.8279 6.0535
6 6 191.333 12.1106 4,944]
7 6 194.000 8.9443 3.6515
8 6 198.000 9.1214 3.7238
9 6 199.000 13.0690 5.3354
10 6 199.333 13.4858 5.5056
i1 6 196.000 149131 6.0882
12 6 187.333 11.9778 4.8899
13 5 184.400 13.4462 6.0133
14 2 186.000 2.8284 2.0000
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Estatisticas descritivas da varidvel peso do grupo EAESP

Dia N Média D.P. Erro Padrdo
1 9 180.667 19.1050 6.3683
2 9 176.222 17.3045 5.7682
3 9 181.333 16.9706 5.6569
4 9 184.889 16.5563 5.5188
5 9 186.444 16.7862 5.5954
6 9 188.222 16.74635 5.5822
7 9 192.667 15.7162 52387
8 9 194.444 14.2400 4.7467
9 9 197.111 15.3984 5.1328
10 2 199.333 12.2474 4.0825
11 9 197.333 12.2882 4.0961
12 9 190.889 10.6354 3.5451
13 9 184.889 10,7755 3.5618
14 9 180.667 8.9443 29814
15 3 172.667 0.8658 5.6960
16 3 172.000 10.5830 6.1101
17 1 156.000

Anexes
172




Estatisticas descritivas da variavel peso do grupo EAEARS

Dia N Média D.P. Erro Padréo
1 6 163.667 8.6178 3.5182
2 6 161.000 10.0200 4.0906
3 6 166.000 11.3137 [4.6188
4 6 169.000 8.6487 3.5308
5 6 172.667 7.2296 2.9515
6 6 175.000 8.0747 3.2965
7 6 177.667 7.4207 3.0295
8 6 179.333 7.0048 2.8597
9 6 184.000 8.6718 3.5402
10 6 188.333 7.6333 3.1163
11 6 185.333 8.7331 3.5653
12 6 177.667 9.9130 4.0470
13 6 169.000 9.1869 3.7505
14 4 166.500 119304 [5.9652
15 2 161.600 1.4142 1.0000
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Estatisticas descritivas da varidvel peso do grupo EAEAnSP

Dia Média D.P. Erro Padriio
1 162.667 7.7632 3.1693
2 162.000 9.1214 3.7238
3 167.333 8.9144 3.6393
4 171.000 8.7407 3.5684
5 172.333 10.4626 42713
6 174.000 11.1714 4.5607
7 175.667 12.0941 49374
8 178.333 13.3517 5.4508
9 182.000 13.2061 5.3914
10 186.000 14.4776 5.9105
11 181.667 12.9254 5.2768
12 175.000 12.9460 5.2852
13 166.667 12.2420 4.9978
14 158.667 10.0664 5.8118
15 158.000 11.3137 8.0000
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