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Resumo 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica e desmielinizante do 

Sistema Nervoso Central (SNC) que desencadeia diferentes graus de incapacidade 

física e cognitiva. Os tratamentos para a EM são baseados principalmente em 

drogas imunomoduladoras visando redução da gravidade e da frequência de 

recidivas, uma vez que não há cura para a doença. Estudos em modelo 

experimental de EM, denominado encefalomielite autoimune experimental (EAE) têm 

demonstrado o efeito imunomodulador da vitamina D (Vit D3) tanto na imunidade 

inata quanto na adaptativa. Neste contexto, nosso objetivo foi avaliar se a 

intervenção precoce com Vit D3 é capaz de bloquear a neuroinflamação em um 

modelo experimental de EM. Para isto, camundongos C57BL/6 fêmeas foram 

imunizados com MOG (glicoproteína da mielina do oligodendrócito) associada ao 

Adjuvante Completo de Freund e tratadas com Vit D3 por via intraperitoneal. A Vit 

D3 diminuiu, de forma significativa, a incidência e o escore clínico da doença. Este 

efeito protetor foi acompanhado da diminuição de entrada de linfócitos no SNC e 

também de redução no processo de desmielinização e expressão de MHCII em 

macrófagos e micróglia. A eficácia da Vit D3 também foi associada com controle 

local do estresse oxidativo, ou seja, nos animais tratados ocorreu normalização dos 

níveis de peroxidação lipídica e de proteína carbonil e também de enzimas 

antioxidantes (superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase). A terapia 

com Vit D3 também determinou redução significativa na expressão gênica de 

NLRP3, caspase 1 e IL-1β locais, que são marcadores típicos de ativação do 

inflamassoma. Também constatamos que a terapia precoce com Vit D3 normalizou a 

barreira hematoencefálica, principalmente no nível da medula espinhal. Estes 



resultados indicam que uma intervenção precoce com Vit D3 é capaz de controlar o 

processo neuroinflamatório que caracteriza a imunopatogênese da EAE e poderia, 

portanto, ser explorada como terapia adjunta em pacientes com EM. 

Palavras chave: Encefalomielite autoimune experimental, barreira 

hematoencefálica, vitamina D, inflamassoma, estresse oxidativo. 
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Abstract 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic and demyelinating inflammatory disease of the 

Central Nervous System (CNS) that triggers different degrees of physical and 

cognitive disability. Treatments for MS are mainly based on immunomodulatory drugs 

that reduce severity and frequency of relapses. Studies in an experimental model of 

MS, called experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), have demonstrated 

the immunomodulatory effect of vitamin D (Vit D3) in both innate and adaptive 

immunity. In this context, our objective was to evaluate whether early intervention 

with Vit D3 was able to block neuroinflammation in EAE. Encephalomyelitis was 

induced in female C57BL / 6 mice by immunization with MOG (myelin 

oligodendrocyte glycoprotein) associated with Freund's Complete Adjuvant and two 

doses of pertussis toxin. Mice were treated with Vit D3 intraperitoneally. Treatment 

significantly decreased the incidence and clinical score of the disease. This protective 

effect was associate to decreased lymphocyte infiltration in the CNS and also 

reduced demyelination and MHCII expression in macrophages and microglia. Vit D3 

also determined local control of oxidative stress, that is, normalization of the levels of 

lipid peroxidation and carbonyl protein and also of antioxidant enzymes (superoxide 

dismutase, catalase and glutathione peroxidase). Vit D3 therapy reduced NLRP3, 

caspase-1 and local IL-1β mRNA expression in the CNS. In addition, this precocious 

Vit D3 therapy normalized the blood-brain barrier, mainly at the spinal cord level. 

These results indicate that an early intervention with Vit D3 is able to control the 

neuroinflammatory process that characterizes the immunopathogenesis of EAE and 

could therefore be explored as adjunctive therapy in MS patients. 



Keywords: Experimental autoimmune encephalomyelitis, blood-brain barrier, vitamin 

D3, inflammasome, oxidative stress. 
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1.Introdução
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1.1. Esclerose múltipla 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica e 

desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC) que determina diferentes graus 

de incapacidade física e cognitiva (1). A EM é caracterizada por episódios agudos ou 

surtos da doença com perda gradual e progressiva da função neurológica. Pode ser 

classificada em quatro subtipos: remitente-recorrente (RR), progressiva primária 

(PP), progressiva secundária (PS) e progressiva recorrente (PR), sendo o primeiro 

subtipo a forma mais prevalente, ocorrendo em 85% dos casos (2). 

A doença é mais prevalente em adultos jovens, em idade economicamente 

ativa, acometendo mais mulheres do que homens, na proporção 2:1 (3). Globalmente 

a prevalência é de 30 casos a cada 100.000 habitantes, sendo mais frequente na 

Europa (80 a cada 100.000), seguida pelo Mediterrâneo Oriental (14,9 a cada 

100.000), Continente Americano (8.3 a cada 100.000), e com menor prevalência na 

África (0,3 a cada 100.000) (4). No Brasil a prevalência é de 18 casos a cada 100 mil 

habitantes, sendo que a cidade de Santa Maria (RS) é a cidade brasileira com maior 

incidência, com média de 27 casos por 100 mil habitantes, seguida por Rio de 

Janeiro (20), Belo Horizonte (18), Botucatu (17), Santos (15), São Paulo (15), 

Londrina (14) e Uberaba (12)(5). 

A etiologia da EM ainda não está esclarecida, mas acredita-se que fatores 

genéticos e ambientais podem afetar seu desenvolvimento. Um forte candidato 

genético responsável pela maior susceptibilidade é o alelo HLA-DRB1*1501(6). 

Outros aspectos relevantes determinados através de estudos epidemiológicos são 

os fatores ambientais tais como infecção pelo vírus Epstein–Barr, o hábito de fumar 

e a deficiência de vitamina D3 (VitD) (7). Os trabalhos realizados por Munger et al., (8) 

mostraram que os níveis séricos de vitamina D3 são significativamente menores em 
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pacientes com EM em comparação com os níveis encontrados em indivíduos 

saudáveis. Também tem sido demonstrado que a suplementação com vitamina D 

está associada com redução do risco de desenvolver a doença (8,9). 

Diversos estudos indicam que se trata de uma doença autoimune iniciada por 

linfócitos T auto-reativos específicos para mielina. Esses linfócitos T auto-reativos 

são ativados em órgãos linfoides secundários por mimetismo molecular ou de forma 

não específica por “bystander activation”. Independentemente dos eventos exatos 

que desencadeiam a EM, as células ativadas na periferia atingem o SNC através da 

barreira hematoencefálica (BHE), espaço subaracnóideo ou através da barreira do 

liquido cefalorraquidiano.  As lesões agudas apresentam um alto conteúdo de 

macrófagos e células T CD8+ e, em menor proporção, células T CD4+ (do tipo Th1 e 

Th17), células B e plasmócitos(10). A migração através destas barreiras é mediada 

por interação entre moléculas de adesão presentes na superfície das células imunes 

e moléculas de superfície das células endoteliais; por exemplo, LFA-1 e α4β1-

integrinas das células T e ICAM-1 e VCAM-1 de células endoteliais. VCAM-1 é 

expressa constitutivamente e sua expressão é aumentada por citocinas. Este 

mecanismo é utilizado principalmente por células Th1. Por outro lado as células 

Th17 interagem, preferencialmente, através de seus receptores para quimiocinas 

(CCR6 e CCL20) com quimiocinas correspondentes expressas constitutivamente, 

em pequenas quantidades, nas células endoteliais. Ao entrar no SNC, essas células 

T são reativadas por células dendríticas (CDs) ou macrófagos, que apresentam os 

peptídeos originados da bainha de mielina através do MHC de classe II(11). Dessa 

forma, essas células ativadas passam a produzir citocinas pró-inflamatórias, como 

IFN-γ e IL-17, causando danos à mielina. Além disso, estas citocinas podem ativar a 

micróglia e macrófagos. Estudos sugerem que estes fagócitos internalizam e 
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degradam a bainha de mielina, dando início ao processo inflamatório e 

desmielinização(12-14) através da liberação de vários mediadores pró-inflamatórios e 

radicais livres como superóxido, hidroxil, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico. As 

células T citotóxicas CD8+ destroem a mielina pela produção de perforina-granzima, 

resultando na liberação de mais auto-antígenos o que reforça a continuidade do 

processo inflamatório(15). 

A desmielinização é amplamente localizada nas lesões focais no início da 

EMRR, de modo que outras áreas da substância branca parecem normais. No 

entanto, ao longo do tempo, as infiltrações de células T e B tornam-se mais difusas e 

a lesão axonal é mais disseminada, levando à atrofia de matéria branca e 

cinzenta(16). Com a progressão da doença, o infiltrado de células periféricas diminui, 

e neste estágio os processos inflamatórios são predominantemente mediados pela 

ação das células da microglia residentes no SNC(17).  

As células T regulatórias (Tregs) constituem um componente chave para a 

tolerância periférica, suprimindo células T auto reativas, isto é, aquelas que 

escaparam do processo de seleção negativa no timo, como por exemplo, aquelas 

que reconhecem a proteína básica de mielina (MBP). As Tregs naturais (nTregs) 

compreendem 5-10% de todos os timócitos CD4+CD8- e na periferia representam 

aproximadamente 10% de toda a população de células T CD4+. As células T 

regulatórias induzidas i(Tregs) se diferenciam a partir de células auxiliares T CD4+ 

naive durante a resposta imune periférica. Estas células inibem a proliferação e/ou a 

produção de citocinas por outras células. Esta capacidade supressora requer o 

contato célula-célula e/ou produção de citocinas inibitórias, tais como, IL-10, TGF-β 

e IL-35. As Tregs expressam marcadores de superfície como o CD4, CD25, CD5, 

CD49d, CD69, CD103, CD152 (CTLA-4),  CD357 (GITR) e o fator de transcrição 
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nuclear Forkhead box P3 (FoxP3), o qual parece ser fundamental para o 

desenvolvimento e função desta capacidade supressora, sendo  considerado o 

marcador molecular mais específico desta subpopulação (18). Essas células 

desempenham um papel vital na regulação de processos autoimunes. Estudos 

demonstram que uma mutação no gene FoxP3, determina diferenciação defeituosa 

de células Tregs contribuindo assim para o desenvolvimento de processos 

imunopatológicos. Embora as células T regulatórias mais estudadas sejam aquelas 

que expressam Foxp3, também há populações de Tregs que não expressam Foxp3. 

Estes incluem três tipos principais: células Tr1, uma população ativada na periferia 

após estimulação antigênica na presença de IL-10 e que expressam os marcadores 

de superfície LAG-3 (gene de ativação de linfócitos 3) e CD49b sem expressar 

Foxp3 e CD25; Células Th3, que também são diferenciadas na periferia e medeiam 

a supressão celular secretando a citocina TGF-β; e finalmente, Tregs CD8+(19), 

descritas como células T de memória antígeno-específica com propriedades Treg, 

que podem regular a resposta imune pela produção de IL-10, TGF-β1 e IFN-γ, 

embora os mecanismos exatos dessa supressão ainda sejam amplamente 

desconhecidos(20).  

A contribuição dessas células para a autoimunidade pode ocorrer por sua 

baixa frequência ou pela perda ou diminuição de sua função. O papel das células 

Tregs na EM é bastante controverso. Embora existam relatos sobre reduzida 

frequência de nTregs em pacientes com EM, na maioria dos estudos é descrita uma 

frequência semelhante à observada em indivíduos saudáveis. No entanto, vários 

estudos funcionais usando ensaios de supressão in vitro têm demonstrado 

deficiências na atividade de células Tregs nestes pacientes(11). 

Os tratamentos para EM são baseados principalmente em drogas 
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imunomoduladoras visando redução da gravidade e da frequência de recidivas, uma 

vez que não há cura para a doença (21). Os corticosteroides são utilizados na fase 

aguda da doença, já as drogas imunomoduladoras são utilizadas em pacientes com 

quadros de exacerbação e remissão da doença (22,23). Existem diferentes drogas 

imunomoduladoras com diferentes mecanismos de ação, por exemplo, o IFN-β, o 

acetato de glatiramer, (23), natalizumabe (24) e o fingolimode, mais recentemente 

disponibilizado para uso clínico (25,26). Apesar da variedade de condutas terapêuticas 

aprovadas para o tratamento da EM, essas medicações possuem custo muito 

elevado, estão associadas com vários efeitos colaterais e não são eficazes em todos 

os pacientes. Portanto, ainda há a necessidade de se investigar novas estratégias 

terapêuticas.  
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Figure Legends 

 

Figure 1. Vit D3 effect on EAE incidence and severity. Disease incidence (a), clinical score 

(b), maximum clinical score (c) and body weight variation (d) were analysed until the 18
 
day 

after disease induction. Results were expressed as media ±SEM (21 animals/group). Results 

from 4 independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01 

and *** p <0.001. 

 

Figure 2. Vit D3 effect on the degree of inflammation and demyelination at the CNS. Lumbar 

spinal cord section were stained with HE or LFB. Inflammatory infiltration in normal (a), 

EAE (b) and EAE/Vit D3 (c) groups; demyelination in normal (d), EAE (e) and EAE/Vit D3 

(f) groups. Representative micrographs (scar bar 100 μm) of 4 samples examined in each 

experimental group. The semi-quantitative analysis of the inflammatory infiltrate was 

performed according to the following criteria: absence of inflammatory infiltrate (0); focal 

meningeal infiltrates (1); more pronounced meningeal infiltrates (2) and pronounced 

meningeal and some parenchymal infiltration (3). Results were expressed as media ±SEM (6 

animals/group) (g). Results from 2 independent experiments were combined. ANOVA, 

Tukey's test *** p <0.001. 
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Figure 3. Effects of Vit D3 on CNS permeability barrier and on local leukocyte infiltration. 

Naflu test (a); absolute cell number in the CNS (b); percentage of CD45
high

CD11b
- 

(c); 

percentage of CD45
high

CD11b
+ 

(d); percentage of CD45
low

CD11b
+ 

(e). Representative dot-

plots for c, d and e findings are shown in f, g and h, respectively. Permeability test and other 

assays were done 10
 
and 18 days after disease induction, respectively. Results were expressed 

as media ±SEM (9-15 animals/group).  Results from 3 independent experiments were 

combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001. 

 

Figure 4. Vitamin D3 down modulates MHCII expression in CNS infiltrating macrophages. 

Cells from the CNS were eluted 18 days after disease induction and median fluorescence 

intensity (MIF) associated with MHCII, PD-L1 and CD40 were evaluated in CD45
high

CD11b
+  

and in CD45
low

CD11b
+
. MHCII (a), PD-L1 (b) and CD40 (c) MIF associated with 

CD45
high

CD11b
+ 

cells and respective representative histograms (d). MHCII (e), PD-L1 (f) and 

CD40 (g) MIF associated with CD45
low

CD11b
+ 

cells and respective representative histograms 

(h). Results were expressed as media ±SEM (9-15 animals/group). Results from 3 

independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01 and 

*** p <0.001. 

 

Figure 5. Level of CNS inflammasome activation in mice treated with Vit D3. The lumbar 

spinal cord was collected 18 days after disease induction and the expression level of mRNA 

for NLRP3 (a), ASC (b), caspase-1 (c), IL-18 (d) and IL-1β (e) were obtained by real time 

PCR. The results are expressed as median, 25–75% (box), and minimum-maximum (error 

bars) (10 animals/group). Results from 2 independent experiments were combined. Kruskal-

Wallis, Dunn’s test * p <0.05. 

 

Figure 6. Level of oxidative stress in the CNS in mice treated with Vit D3. The CNS (brain 

plus spinal cord was collected 18 days after disease induction. Oxidative stress indicators as 

lipid hydroperoxide (a) and protein carbonyl (b) and antioxidant enzymes as superoxide 

dismutase (c), catalase (d) and glutathione peroxidase (e) were assessed by biochemical 

reactions. Results were expressed as media ±SEM (8-11 animals/group).  Results from 2 

independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test. * p <0.05. 

 

 



87 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Conclusão 



88 

 

 

Conclusão 
 

Nossos resultados indicam que a terapia precoce e constante com Vit 

D3 pode controlar a neuroinflamação na EAE. Os resultados também sugerem 

que esse efeito é mediado principalmente pela estabilização da BHE, evitando, 

portanto, a infiltração celular no SNC e o subsequente desencadeamento de 

estresse oxidativo e ativação do inflamassoma. 

 

 




