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Resumo  

MIMURA, L.A.N. Efeito terapêutico diferencial da vitamina D3 e do análogo Paricalcitol 

no desenvolvimento da EAE, 2019. 82p. Tese (Doutorado) – Instituto de Biociências, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2019. 

 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença crônica e desmielinizante do sistema nervoso central 

(SNC). A imunopatogênese da doença e do modelo, a encefalomielite autoimune 

experimental (EAE), envolve a ativação de diferentes populações de linfócitos, macrófagos e 

da microglia que liberam uma infinidade de mediadores pró-inflamatórios e radicais livres. A 

vitamina D3 (VitD) e seu análogo Paricalcitol (Pari) são dotados de atividade 

imunomoduladora e são utilizados em doenças autoinflamatórias e autoimunes. 

Recentemente, observamos que a VitD quando administrada logo após a indução da EAE 

controlava a doença com eficácia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar o potencial 

terapêutico da VitD e do Pari no desenvolvimento da EAE e avaliar se seriam eficazes em 

momentos mais avançados da doença. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 

glicoproteína do oligodendrócito da mielina (MOG) emulsionada com adjuvante completo de 

Freund e foram tratados com VitD ou Pari (0,1g/animal, 15 dias alternados, i.p.). A terapia foi 

iniciada sete dias após a indução, quando a resposta autoimune já estava estabelecida ou dez 

dias após a indução, quando os primeiros sintomas eram evidentes. A terapia com VitD ou 

Pari não determinou proteção contra a EAE quando iniciada dez dias após a indução. Terapias 

iniciadas no sétimo dia após a indução geraram resultados distintos e inesperados. A VitD 

determinou redução do escore clínico e da expressão de MHCII, NLRP3 e CX3CR1 no SNC 

e aumento de neutrófilos no pulmão e na permeabilidade da barreira intestinal. O Pari não 

determinou efeito protetor significativo, entretanto reduziu a expressão de CX3CR1 no SNC e 

de RORc em células do pulmão e aumentou a produção de IL-6 e IL-17 no intestino. 

Concluímos que a VitD, mas não seu análogo Pari, é eficaz no tratamento da EAE mesmo 

quando administrada na fase pré-clínica. Experimentos adicionais estão sendo realizados para 

esclarecer os mecanismos deste efeito diferencial entre VitD e Pari.  

 

Palavras-chave: encefalomielite autoimune experimental, esclerose múltipla, vitamina D e 

Paricalcitol 

 

 

 



                                                                                                                                                                              

 

 

Abstract 

MIMURA, L.A.N. Differential therapeutic effect of vitamin D and Paricalcitol on 

experimental autoimmune encephalomyelitis, 2019. 82p. Thesis (PhD) – Institute of 

Biosciences, São Paulo State University (Unesp), Botucatu, 2019. 

 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic and demyelinating disease of the central nervous system 

(CNS). MS and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) immunopathogenesis 

involve T lymphocytes, macrophages and microglial cells whose activation will release a 

plethora of pro-inflammatory mediators and free radicals. Vitamin D3 (VitD) and its analog 

Paricalcitol (Pari) are endowed with immunomodulatory activity and are used in 

autoinflammatory and autoimmune diseases. Recently, we demonstrated that VitD was able to 

control EAE development when administered soon after disease induction. Therefore, the aim 

of this work was to compare the therapeutic potential of VitD and Pari to control EAE 

development and also to evaluate if this therapeutic approach is efficient to control ongoing 

disease. C57BL/6 mice immunized with myelin oligodendrocyte glycoprotein emulsified with 

complete Freund’s adjuvant were intraperitoneally treated with VitD or Pari (0,1ug/animal, 15 

every other day). Therapy was initiated 7 days post induction when the autoimmune response 

was already established or 10 days post induction when the first symptoms appeared. VitD or 

Pari therapy started ten days after induction did not determine protection. Therapy started 

seven days after disease induction brought forth unexpected results. VitD reduced disease 

severity, decreased MHCII, NLRP3 and CX3CR1 expression at the CNS, increased the 

percentage of neutrophils in the lungs and increased the permeability of the intestinal barrier. 

Pari therapy had no major protective effect; however it reduced CX3CR1 mRNA expression 

in the CNS, decreased expression of RORc in lung eluted cells and increased IL-6 and IL-17 

production in the intestine. We conclude that VitD, but not its analog Pari, is effective to 

control EAE even if administered at the pre-clinical stage. Additional experiments are already 

being performed to elucidate the mechanisms involved in this differential effect of VitD and 

its analog. 

 

Keywords: experimental autoimmune encephalomyelitis, multiple sclerosis, vitamin D and 

Paricalcitol 
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Introdução 

 

Esclerose múltipla 

 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune que determina inflamação e 

desmielinização no sistema nervoso central (SNC). O alvo principal desta patologia é a bainha 

de mielina que reveste os neurônios. A doença acomete principalmente jovens adultos, na fase 

mais produtiva da vida, e por isto determina impactos socioeconômicos relevantes
1,2

. Grande 

parte dos pacientes, após 15 anos do diagnóstico, apresenta limitações funcionais ou 

cognitivas e aproximadamente metade deles necessita de assistência para deslocar-se
1
. A 

prevalência da EM é estimada em aproximadamente 2,3 milhões de pessoas em todo o 

mundo, tendo maior prevalência na Europa e na América do Norte
3
. No continente americano 

a incidência é de 8,3 casos a cada 100.000 habitantes
4
 e a Associação Brasileira de EM estima 

que 35 mil brasileiros estão afetados pela doença atualmente. O diagnóstico da EM é 

estabelecido pela análise combinada da sintomatologia, exame do líquido cefalorraquidiano 

(LCR) e observação de imagens de lesões no SNC
5
. As manifestações clínicas da EM são 

heterogêneas e incluem fraqueza de um ou mais membros, perda da visão, falta de 

coordenação motora, dor, depressão e fadiga
6
. A análise do LCR tem como objetivo a 

detecção de biomarcadores, como por exemplo, as bandas oligoclonais de IgG que são 

detectadas em mais de 95% dos pacientes com EM
7
. Basicamente, as análises de imagens 

obtidas por ressonância magnética identificam placas de lesões causadas pela desmielinização 

que podem estar localizadas tanto no encéfalo quanto na medula espinal, e que variam de 

tamanho e número dependendo da gravidade da doença
8
. A EM se apresenta bastante variável 

em termos de sintomatologia clínica e são reconhecidos quatro tipos, dependendo da dinâmica 

dos sintomas ao longo do tempo: a síndrome clinicamente isolada que é definida como um 

quadro transitório de sintomas que se resolve ao longo do tempo; a remitente-recorrente (EM-

RR) que é a forma clínica que acomete a maioria dos pacientes e é caracterizada pelo 

aparecimento de surtos seguidos de períodos de recuperação dos sintomas; a secundária-

progressiva (EM-SP) na qual ocorre piora dos sintomas com o passar do tempo devido ao 

acúmulo de lesões no SNC; e a forma primária-progressiva (EM-PP), caracterizada pela piora 

da incapacidade desde o início dos primeiros sintomas
9
. 

EM é considerada uma doença de etiologia multifatorial sendo que diversas 

publicações apoiam esta possibilidade e evidenciam que a somatória de fatores genéticos e 

ambientais contribui para aumentar o risco do desenvolvimento da doença. Múltiplos fatores 
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contribuem para aumentar o risco do aparecimento ou agravamento da doença, como por 

exemplo, infecções virais, tabagismo, obesidade e deficiência de vitamina D3. Além disto, 

indivíduos expostos a dois fatores causais, por exemplo, tabagismo e determinados genes do 

complexo principal de histocompatibilidade (HLA), apresentam maior risco em comparação 

com a soma de cada risco individual
10,11

.  

Em relação aos fatores genéticos, os primeiros fatores de risco identificados foram as 

variantes associadas ao HLA. Os genes do HLA são polimórficos e as variantes de seus alelos 

estão associadas com susceptibilidade ou proteção de doenças autoimunes. Alelos de genes 

HLA classe II e classe I codificam moléculas envolvidas na apresentação de antígenos para 

linfócitos TCD4 e TCD8, respectivamente. As moléculas HLA classe II são expressas em 

células apresentadoras de antígeno (APCs) como células dendríticas (DCs) e macrófagos. 

Dentre diversos alelos, a variante HLA-DRB1*15:01 é uma das mais estudadas e sua 

presença é fortemente relacionada com a susceptibilidade e aumento do risco da EM
12

. Porém, 

os alelos DRB1*11 ou B*44, estão associados à proteção diminuindo o risco de 

desenvolvimento de EM
13

. Embora os fatores de risco genético, como as variantes no alelo do 

HLA descrito acima, ainda não possam ser alterados, suas consequências na resposta imune 

podem ser manejadas por meio do entendimento de como elas afetam o risco de desenvolver 

EM, incluindo como elas interagem com os fatores de risco ambientais. 

Uma das hipóteses em relação aos fatores ambientais é a participação de infecções 

bacterianas, fúngicas ou virais no agravamento da doença, sendo o mais investigado o vírus 

Epstein–Barr (EBV). Alta prevalência de infecção por EBV é detectada em pacientes com 

EM comparativamente aos indivíduos saudáveis 
14

. Uma constatação interessante é a presença 

de antígeno nuclear 1 do EBV (EBNA-1) em vários indivíduos com EM. Em um estudo de 

caso-controle, indivíduos negativos para anticorpos anti-EBNA1 se converteram 

sorologicamente em positivos antes do aparecimento dos sintomas. Além disso, o risco de 

desenvolver EM parece estar associado ao período da infecção, sendo evidente durante a 

adolescência ou na fase adulta, mas não na infância
15,16

. Vários mecanismos são propostos 

para elucidar como a infecção por EBV piora a doença. Uma dela, por exemplo, é o 

mimetismo molecular; células TCD8
+
 isoladas de pacientes com EM respondem tanto a 

antígenos da mielina quanto ao EBNA-1
17

. 

A insuficiência de VitD vem sendo reconhecida como um fator ambiental importante 

no desenvolvimento de doenças inflamatórias. Um dos principais fatores associados a esta 

insuficiência é o nível de exposição aos raios UVB que é um estímulo indispensável para a 

produção desta vitamina pelos queratinócitos e fibroblastos da pele. Os hemisférios mais ao 
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norte em um contexto global e continental apresentam maior número de casos de EM devido à 

menor incidência destes raios. Por exemplo, na América do Norte o elevado índice da doença 

está associado com a baixa radiação UV nesta região. Além disto, a exposição aos raios UVB 

durante a fase infantil ou na adolescência diminui significativamente o risco de desenvolver 

EM
18

. Dois fatores adicionais contribuem para a diminuição de VitD associada com menor 

exposição ao sol. Um deles é o fenômeno Uthoff, caracterizado por agravamento dos sintomas 

neurológicos quando ocorre aumento da temperatura corpórea. O outro fator é a incapacidade 

física causada pela doença. Estas duas situações determinam menor exposição aos raios UVB 

e consequentemente maior déficit de VitD
19

. 

 

Encefalomielite autoimune experimental – EAE 

 

Os modelos experimentais são ferramentas essenciais para o entendimento de diversas 

doenças e também para o desenvolvimento de novas terapias. Apesar de ainda não haver um 

modelo ideal que mimetize exatamente os fenômenos imunopatológicos encontrados em 

humanos, as investigações sobre os mecanismos imunopatogênicos e sobre as novas terapias 

são realizadas utilizando diferentes modelos. Determinadas espécies de roedores ou primatas 

são geneticamente susceptíveis ao desenvolvimento da EAE e dependendo do objetivo do 

estudo o melhor modelo pode ser escolhido. A doença pode ser induzida utilizando diversas 

metodologias, por exemplo, pela transferência de células específicas para mielina, 

sensibilização ativa do animal ou por infecções virais e administração de fármacos que 

causam desmielinização
20

. 

 As diferentes linhagens de roedores geradas em laboratório são as mais utilizadas na 

pesquisa, pois apresentam vantagens como rápida reprodução e facilidade de manuseio e de 

manipulação genética. A EAE nestes animais pode ser induzida de forma ativa ou passiva. Na 

forma ativa são utilizados os seguintes reagentes: antígeno derivado do SNC, adjuvante e 

toxina pertussis, os quais promovem liberação lenta do antígeno, quebra da tolerância, 

aumento da permeabilidade da BHE, proliferação de células antígeno-especificas e produção 

de citocinas inflamatórias
21

. A forma passiva é induzida pela transferência de células T 

específicas para antígenos da mielina obtidas de animais com EAE. As duas linhagens de 

camundongos mais utilizadas na indução da EAE são a SJL e a C57BL/6 nas quais a doença é 

desencadeada através de imunização com proteína proteolipídica (PLP) ou com peptídeo 

derivado da glicoproteína da mielina do oligodendrócito (MOG), respectivamente. Na 

linhagem SJL, os animais desenvolvem uma doença similar à doença remitente-recorrente 
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humana, caracterizada por surto seguido de melhora da sintomatologia. A EAE induzida no 

C57BL/6 é caracterizada pelo aparecimento de paralisia grave na fase aguda seguida de 

melhora dos sintomas, mas não de cura, na fase crônica. Ambos os modelos apresentam danos 

axonais desencadeados principalmente por subpopulações de linfócitos TCD4
+
, com lesões 

confinadas na medula espinhal e poucas alterações no encéfalo
20

.  

 Os modelos de EAE disponíveis permitem investigar o envolvimento de diferentes 

células do sistema imune e do SNC na imunopatogênese e também avaliar novas terapias. 

Além disto, o acesso aos tecidos do SNC possibilita a avaliação de eventos que não são 

facilmente examinados no ser humano. Um exemplo interessante é a investigação de como as 

infecções fúngicas poderiam participar no desenvolvimento da doença, considerando que 

fungos patogênicos são encontrados em pacientes com EM
22

. Alguns dos tratamentos 

aprovados para uso em humanos foram inicialmente avaliados na EAE, como o acetato de 

glatiramer e o natalizumab, confirmando sua importância na pesquisa
23

. 

 

Imunopatogênese da esclerose múltipla/encefalomielite experimental 

 

 Ainda persistem muitas dúvidas em relação à imunopatogênese da EM. Entretanto, em 

linhas gerais, já estão disponíveis muitas informações acerca dos mecanismos envolvidos no 

processo inflamatório que se instala no SNC resultando em desmielinização, morte dos 

oligodendrócitos, dano axonal, gliose e neurodegeneração
24,25

. Linfócitos B, Th1, Th17 e Tc 

específicos para antígenos do SNC são ativados nos órgãos linfoides secundários antes de 

migrarem para o tecido-alvo onde são reativados por reconhecimento local de antígenos 

próprios, iniciando assim o processo de lesão inflamatória autoimune
26–28

. A liberação de 

autoantígenos é um aspecto que ainda precisa ser elucidado. Duas hipóteses têm sido 

consideradas: liberação de autoantígenos do SNC devido a uma injúria local ou infecções com 

patógenos, especialmente vírus, cujos antígenos apresentam mimetismo molecular com 

componentes da mielina. Está demonstrado que a ativação de células T auto-reativas na 

periferia pode desencadear danos no SNC. Pacientes com EM tratados com um peptídeo da 

mielina modificado, na tentativa de diminuir o percentual de células pro-inflamatórias, 

apresentaram aumento de resposta Th1, aparecimento de novas lesões e desenvolvimento de 

um novo surto
29

.  

 Após a publicação de Odoardi et al., (2012)
30

, a ideia de “licensing” foi estabelecida. 

Esta hipótese de que células auto-reativas passam por outros órgãos e são licenciadas 

(tornadas encefalitogênicas) antes de adentrar no SNC adveio da observação de que células T 
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auto-reativas, ativadas in vitro antes da transferência, levavam alguns dias para serem 

detectadas no SNC. Além disto, foi constatado que estas células eram eficazes na indução da 

doença quando administradas na circulação, mas não quando colocadas diretamente no LCR. 

Células encefalitogênicas presentes no pulmão se caracterizam por aumento de expressão de 

genes codificantes de quimiocinas as quais permitem migração destas células para o SNC. 

Recentemente, o baço
31

 e as leptomeninges
32

 também foram descritos como órgãos que 

participam deste fenômeno. Corroborando com esta hipótese, foi comprovado que a 

inflamação pulmonar pode interferir no decurso da EAE; a inflamação impede a migração 

de células Th17 para o SNC devido ao aumento de expressão de CCL20 no pulmão, 

quimiocina esta responsável pela atração destas células
33

.  

A quebra da barreira hematoencefálica (BHE) é outro evento fundamental na entrada 

de células inflamatórias no SNC
34

. A desregulação da BHE e a migração transendotelial dos 

leucócitos ativados estão entre as primeiras alterações cerebrovasculares observadas na EM. 

Esta quebra da BHE é um processo complexo que inclui a participação de citocinas, em 

especial IFN-γ, TNF-α e IL-1β, quimiocinas, junções celulares, leucócitos, moléculas de 

adesão e células endoteliais do SNC
35

. As células Th17 também contribuem para a ruptura da 

BHE e para o processo inflamatório; a expressão de receptores para IL-17 e IL-22 foi 

detectada em células endoteliais da BHE em locais com lesões
36

. Após a entrada de células 

encefalitogênicas no SNC, ocorre a reativação de células efetoras por interação com as APCs 

locais tais como microglia e astrócitos, que amplificam o processo de inflamação. Estudos 

mostram que estes fagócitos internalizam e degradam a bainha de mielina, dando início aos 

processos inflamatório e de desmielinização
37,38

. O processo inflamatório é mediado por 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que oxidam a maioria dos componentes celulares como 

lipídios, proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos, provocando alterações estruturais e 

funcionais
39

. Níveis elevados de EROs também contribuem para aumentar a permeabilidade 

da BHE, facilitando a migração de células ativadas para o SNC
34

. Autópsias revelaram a 

presença de lipídeos oxidados nas bainhas de mielina em regiões de lesão ativa em pacientes 

com EM
40

. 

O estresse oxidativo está diretamente associado com um sistema denominado 

inflamassoma, o qual amplifica os danos determinados pelas EROs. O inflamassoma é um 

complexo proteico macromolecular composto por um sensor molecular, a proteína adaptadora 

ASC e a protease caspase-1 e é ativado em resposta às infecções, dano tecidual ou 

desequilíbrios metabólicos, iniciando programas celulares responsáveis pela maturação e 

liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-18 e morte celular
41,42

. Os sensores 
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moleculares do inflamassoma pertencem à família de receptores celulares denominados 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que reconhecem padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPs)
43

 ou moléculas próprias associadas ao dano (DAMPs)
44

. 

Dentre os PRRs, se destacam os receptores NLRs (receptores de ligação a nucleotídeo 

contendo domínio com sequência repetida de resíduos do aminoácido leucina) os quais são 

sensores citoplasmáticos que reconhecem PAMPs e DAMPs, monitorando desse modo 

compartimentos intra e extracelulares para sinais de infecção ou injúria tecidual
45

. O 

inflamassoma NLRP3 é o que se encontra melhor descrito até o momento e está amplamente 

associado às doenças inflamatórias crônicas e autoimunes
46

. A literatura sugere fortemente 

que a ativação do inflamassoma esteja relacionada com a progressão da EM, visto que a 

liberação das citocinas IL-1 e IL-18 que atuam na diferenciação e manutenção das células 

Th1 e Th17, subpopulações celulares responsáveis pela patogênese da doença, é dependente 

da ativação do inflamassoma
47–49

. Além disso, se observa elevada expressão de caspase-1 nas 

lesões no SNC e nas células mononucleares do sangue periférico de pacientes com EM
50

.  

A subpopulação de linfócitos mais abundante em pacientes com EM é a dos linfócitos 

T citotóxicos (CD8
+
) que participam ativamente da neuroinflamação e se apresentam em 

grande número em lesões ativas
51,52

. Além da presença no parênquima, estas células podem 

estar presentes no LCR e no sangue
53,54

. Sob condições inflamatórias, células TCD8
+ 

podem 

reconhecer e lisar células do SNC tais como astrócitos, oligodendrócitos e neurônios que 

expressem moléculas de MHC I 
55

. Estudo realizado com biópsias de pacientes revelou uma 

correlação positiva entre a quantidade de células TCD8
+
 e o acúmulo da expressão da proteína 

precursora de amilóide que é indicadora de dano axonal
56

. Apesar da proporção de células 

TCD4
+
 ser menor que células TCD8

+
 nas lesões da EM, elas desempenham um papel 

fundamental na patogênese. Análises in situ realizadas em amostras de SNC mostraram que 

há expressão de IL-17 em linfócitos, astrócitos e oligodendrócitos localizados nas áreas de 

lesões ativas e crônicas
57

. A frequência de células Th17 se apresenta alta no LCR de pacientes 

com MS remitente-recorrente durante as recidivas comparado com pacientes em remissão da 

doença
58

. Ensaio in vitro com PBMCs de pacientes (remitente-recorrente no estágio inicial da 

doença) mostrou que essas células respondem ao antígeno MBP produzindo altos níveis de 

citocinas do perfil Th1 e Th17, como IFN-γ, IL-6, GM-CSF e IL-17
59

.  

Os linfócitos B contribuem para o estado inflamatório da doença através de diferentes 

mecanismos: produção de anticorpos, produção de citocinas pró-inflamatórias e também 

como APCs para linfócitos T
60

. Avaliações histopatológicas mostram que estas células podem 

ser encontradas no espaço perivascular e no parênquima e também em agregados celulares 
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presentes nas meninges de pacientes com EM-SP
61,62

. Elevada expressão de moléculas co-

estimulatórias como CD80 e CD86 foi detectada em células B de pacientes
63

. Além disto, 

pacientes com perfil do tipo EM-PP apresentavam alta produção de citocinas inflamatórias 

por células B, como IL-6, IL-12 e TNF-α
64

. 

As células reguladoras também desempenham papel importante na doença. Alguns 

trabalhos mostram redução da população FoxP3
+
 em pacientes com EM; entretanto outros 

descrevem que a frequência é similar à encontrada em indivíduos saudáveis. Independente da 

quantidade, estas células supressoras são geralmente menos responsivas quando estimuladas 

in vitro, produzindo menos IL-10. Estas células podem apresentar redução da expressão de 

moléculas inibitórias como o CTLA-4 ou ter sua migração comprometida
65,66

. Também foram 

descritas diferentes subpopulações de linfócitos B reguladores em pacientes com EM; o efeito 

supressor destas subpopulações está usualmente associado à produção de IL-10 e inibição da 

proliferação e diferenciação de células T
60

. Células TCD8
+
 também apresentam ação 

reguladora através da supressão e morte de células TCD4
+
 ou pela indução de indoleamina 2,3 

dioxigenase (IDO) em APCs67
.  Na EAE, células T reguladoras também estão presentes, pois 

a forte inflamação leva à diferenciação e recrutamento destas células que participam no 

controle da inflamação e da supressão de células efetoras
21

. Os macrófagos e microglia 

também podem apresentar perfil anti-inflamatório (M2) durante as fases mais tardias da 

doença experimental ou humana, produzindo citocinas anti-inflamatórias como a IL-10
68

. 

Publicações mais recentes destacam a participação do intestino na EM e EAE, 

incluindo alterações na barreira intestinal e na microbiota. O grupo de Nouri et al., 2014 
69

 

demonstrou que durante o decurso da EAE ocorre aumento da permeabilidade intestinal (PI) 

devido ao ambiente inflamatório no intestino causado pela presença de células Th1 e Th17 

nos linfonodos locais. O tratamento com um probiótico determinou redução da PI, 

preservando as junções epiteliais e determinando redução da gravidade da EAE
70

. Pacientes 

com o tipo EM-RR em estado clínico ativo, apresentavam alterações na microbiota e aumento 

de células Th17 na mucosa intestinal
71

. Ainda está em debate qual é a participação dos 

tratamentos utilizados na EM na modulação da microbiota, pois não está claro se a disbiose é 

resultado da doença ou se precede o desenvolvimento da doença
72

.  

Apesar da semelhança na imunopatogênese, existem diferenças consideráveis entre o 

modelo animal e a doença humana. O modelo animal apresenta limitações, como por 

exemplo: a evolução de células do sistema imunológico, o ambiente de manutenção dos 

animais que não remete à realidade humana (SPF- animais livres de patógenos específicos), a 

homogeneidade das cepas e a utilização de adjuvantes para a indução da doença. Estes 
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aspectos parecem relevantes, pois tratamentos eficazes no modelo experimental seguidamente 

estão associados com complicações ou ineficácia em pacientes
73

. O perfil histopatológico no 

humano caracteriza-se por lesões heterogêneas e dispersas enquanto que no camundongo a 

inflamação se restringe à medula espinal e ao cerebelo. Existem diferenças nítidas nos tipos 

celulares que participam das lesões no SNC; células TCD4
+
 específicas para antígenos são as 

mais abundantes no modelo experimental enquanto que nos humanos há uma grande 

percentagem de células TCD8
+
 e linfócitos B. Essa discussão tem se baseado no fato de que 

tratamentos direcionados para células TCD8
+
 determinam resultados positivos enquanto que 

aqueles destinados às células TCD4
+
 tem efeito mais discreto

74,75
. 

Onze fármacos estão disponíveis para a terapia da EM e são baseadas principalmente 

em imunomodulação visando redução da gravidade e da frequência de recidivas
9
. Os 

corticosteroides são utilizados na fase aguda da doença. Já os fármacos imunomoduladores, 

como o IFN- e o acetato de glatiramer, são utilizados em pacientes com quadros de 

exacerbação e remissão da doença. Esses dois medicamentos impedem ativação, proliferação 

e migração de células inflamatórias para o SNC
76,77

. Pacientes que não respondem bem a essa 

primeira linha de tratamento são submetidos ao uso do natalizumabe, um anticorpo 

monoclonal que se liga a cadeia α4 da integrina VLA-4, inibindo a adesão entre linfócitos e 

células endoteliais dos vasos sanguíneos no SNC, reduzindo assim o tráfego de linfócitos 

através da BHE
78

. O fingolimode, que sequestra os linfócitos nos órgãos linfoides 

secundários, atuando sobre o receptor para esfingosina-1-fosfato, mostrou-se capaz de reduzir 

o infiltrado inflamatório no SNC por impedir a migração de linfócitos ativados e também por 

possuir um efeito neuroprotetor direto nas células do SNC
79,80

. As terapias disponíveis não 

curam a EM e sua eficácia varia entre os pacientes, além disto, causam efeitos colaterais como 

o aumento de suscetibilidade aos agentes infecciosos, reações alérgicas e problemas 

gastrointestinais
81

.  

 

 

Efeito imunomodulador da vitamina D3 e do análogo Paricalcitol 

 

Os primeiros estudos sobre a atividade do hormônio 1α,25(OH)2D3 (VitD; calcitriol) 

foram direcionados para a regulação da homeostasia de cálcio e fósforo. Mas posteriormente 

ficou evidenciado que seus efeitos biológicos se estendiam a diversos tipos celulares, como 

por exemplo, células do sistema imunológico e do SNC
82,83

. Este efeito tão amplo e relevante 
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da VitD no sistema imune está relacionado com a presença de receptores para VitD (VDR) na 

maioria das células deste sistema, principalmente após estimulação das mesmas
84

.  

A principal fonte de VitD é sua síntese por células da pele expostas aos raios UV; 

pode também ser obtida em menor quantidade através da ingestão de alimentos. Após a 

conversão em 7-dehidrocolesterol na pele a mesma é transportada pela proteína ligadora da 

vitamina D (DBP, vitamin D binding protein) através do sangue e no fígado ocorre a primeira 

hidroxilação formando a 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)VD3) que é a forma circulante. Por 

fim, a 25(OH)VD3 é metabolizada nos rins para a forma ativa 1,25(OH)2VD3. Além disso, 

células do sistema imune são capazes de produzir a enzima 25-hidroxivitamina D3 1-α-

hidroxilase que converte a forma circulante da vitamina D na forma ativa
85

.  

Os efeitos da VitD podem ser observados em praticamente todas as células do sistema 

imune incluindo tanto as da resposta inata quanto adaptativa. A sua atividade reguladora na 

imunidade inata pode ser diretamente nas células (monócitos/macrófagos, DCs, neutrófilos) 

ou sobre outros componentes deste sistema, como as células da barreira intestinal. A VitD 

aumenta a atividade microbicida de monócitos/macrófagos pela produção de peptídeos 

antimicrobianos, como β-defensina 2 e catelicidina
85

, e diminui a produção de derivados de 

O2, NO e de citocinas pró-inflamatórias
86,87

. Outros trabalhos ressaltam sua propriedade 

antioxidante; a adição de VitD in vitro, em culturas de monócitos aumentou 

significativamente os mecanismos antioxidantes e também a formação de glutationa reduzida, 

resultando em redução de EROs e de citocinas pró-inflamatórias
86

. O efeito supressor da VitD 

in vitro também tem sido ressaltado. Células da microglia previamente ativadas apresentaram 

aumento na expressão do VDR e do gene Cyp27b1, responsável pela codificação da enzima 1-

α-hidroxilase. O contato subsequente destas células com VitD determinou redução da 

produção de citocinas pro-inflamatórias  através de indução de IL-10 e de SOCS3
88

. DCs 

humanas diferenciadas na presença de calcitriol são imaturas e se caracterizam por expressão 

reduzida de CD1a, MHC II, CD40, CD80 e CD86
89

. Estas células também produzem menor 

quantidade de IL-12 e maior concentração de IL-10. Estes efeitos em conjunto determinam 

uma condição tolerogênica na qual estas células se tornam incapazes de estimular a 

proliferação de células T. Este fenômeno tem sido atribuído à geração de Tregs, pois a co-

cultura de DCs pré-tratadas com calcitriol e células T CD4
+
CD25

+ 
leva à indução de células 

Tregs CD4
+
Foxp3

+90,91
. Além disto, na presença de VitD ocorre aumento na expressão de 

CTLA-4 e CD25 e na capacidade supressora das Tregs
92

. 

No sistema imune adaptativo a VitD pode atuar sobre células Th1 inibindo a produção 

de IFN-γ através da supressão da transcrição dos genes destas citocinas ou através da 
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produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4, IL-5 e IL-10, por células Th2
93,94

. Em 

relação à migração de células T, a VitD aumenta a expressão do receptor CCR9, associado ao 

“homing” no intestino e inibe a expressão de CXCR3 em células T, diminuindo suas 

propriedades de migração para o tecido alvo
95

. A VitD atua também diretamente em células 

TCD8
+
. No modelo de colite experimental, Chen et al., (2014)

96
 descreveram que a ausência 

do VDR em células TCD8
+
 determina sua rápida proliferação no intestino contribuindo para a 

produção de IL-17 e IFN-γ no local. Em relação ao efeito em células T produtoras de IL-17, 

Hamzaoui e colaboradores (2014)
97

 evidenciaram o efeito anti-inflamatório da VitD; a adição 

inibiu a diferenciação de células TCD4
+
 em células TCD4

+
IL-17

+
 tanto em pacientes com 

asma quanto em controles sadios. O efeito da VitD sobre as células B inclui inibição da 

síntese de IgE e indução da produção de IL-10
98

. De forma similar ao efeito em outras APCs, 

a VitD também reduz a expressão de moléculas co-estimulatórias em células B
99

. 

A hipercalcemia é um fator que restringe a utilização da VitD; este fenômeno ocorre 

devido a um aumento da ligação VitD-VDR e consequente aumento da absorção de cálcio no 

intestino e rins e da mobilização do cálcio depositado nos ossos
100

. A mobilização do cálcio 

pode determinar o aumento do risco de quedas e fraturas principalmente em pacientes idosos. 

Sintomas comuns da hipercalcemia são: problemas neuropsiquiátricos, gastrointestinais, 

renais e cardiovasculares
100

. Por esta razão foram desenvolvidos diversos análogos sintéticos 

da VitD que conservam os efeitos pleiotrópicos mas que não causam hipercalcemia. Dentre os 

análogos, o Paricalcitol (19-nor-1α,25(OH)2D2 - Pari) foi desenvolvido para o tratamento de 

hiperparatireoidismo secundário, sendo considerado uma droga “seletiva” para o VDR, ou 

seja, com afinidade mais alta para células da glândula paratireoide do que para o intestino e os 

ossos
101

. O mecanismo da atuação seletiva do Pari e de outros análogos não está totalmente 

elucidado; as possibilidades descritas na literatura são baseadas em análises comparativas com 

a VitD. Em relação ao efeito do Pari na reabsorção óssea (homeostasia do cálcio), tem sido 

demonstrado que o Pari é pelo menos 10 vezes menos potente do que a VitD em induzir a 

mobilização de Ca
+
 nos ossos

102
. Ensaio in vitro indicou que esta menor potência do Pari em 

estimular a reabsorção óssea se deve, em parte, à sua degradação vinte vezes maior
103

. Esta 

menor capacidade de reabsorção óssea do Pari também tem sido atribuída à menor indução de 

calbindin-D, molécula relacionada com a expressão do canal de transporte de cálcio e 

responsável pelo aumento de absorção do cálcio no intestino
104

. Existe inclusive uma hipótese 

interessante que atribui a menor eficiência dos análogos justamente ao próprio fenômeno da 

hipercalcemia. Em um trabalho publicado em 2005, os autores estabeleceram um modelo 

animal que desenvolvia hipercalcemia através da incapacidade de sintetizar a VitD ativa e 
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pela administração de PTH. Demonstraram que essa condição por si só protegia os animais do 

desenvolvimento da EAE
105

.  

 Alguns efeitos imunomoduladores associados ao Pari têm sido descritos, com ênfase 

em ensaios relativos a doenças renais. O perfil de DCs, por exemplo, é alterado quando VitD 

e Pari são acrescentados ao processo de diferenciação destas células por LPS; ocorre redução 

da expressão de moléculas co-estimuladoras e de HLA-DR e também se observa aumento da 

expressão de PDL-1. Além disto, estas DCs determinaram menor expansão de células T 

antígeno especificas quando colocadas em co-cultura
106

. Ensaio interessante utilizou células-

tronco mesenquimais (MSCs) e o Pari como adjuvante na diferenciação de células Th17 e no 

tratamento in vivo de animais com obstrução unilateral uretral.  Quando células TCD4
+
 foram 

cultivadas com diferentes concentrações de Pari ocorreu inibição dose-dependente da 

produção de IL-17. O Pari não teve efeito sobre a proliferação das células TCD4
+
, porém a 

expressão de CCR6, receptor importante no recrutamento de células Th17 para o local da 

inflamação, estava reduzida. Além disto, em ensaio in vivo com Pari, não foi constatado efeito 

sobre a expressão de STAT3, RORγt, IRF4, e Runx1, porém ocorreu redução de macrófagos 

com perfil M1 nos rins
107

. Outro estudo realizado com o mesmo modelo animal do trabalho 

acima, indicou que o Pari reduz a expressão do mRNA do TNF-α nos rins interferindo na 

sinalização do NF-κB pelo aumento de expressão do VDR
108

. Ensaios in vitro com PBMC de 

pacientes portadores de doença renal crônica, demonstraram que o Pari também foi capaz de 

reduzir a produção de IL-17, IL-6, IL-1β, TNF-α e IFN-γ
109

. No contexto da resposta imune 

em células tumorais, o Pari induz apoptose, clivagem da caspase-3 e inibição da fosforilação 

de genes associados ao crescimento tumoral
110

. 

 

 

Efeito da VitD em pacientes e modelo experimental 

  

 Como descrevemos anteriormente, existe uma relação entre insuficiência de VitD e  

EM. Entretanto, apesar da grande quantidade de publicações demonstrando os efeitos da 

suplementação de VitD, ainda não há consenso sobre diversos aspectos, pois os trabalhos 

divergem em questões metodológicas, como por exemplo, a quantidade de VitD administrada 

ou o tipo de EM dos pacientes. Investigações sugerem que a suplementação ou a 

normalização dos níveis de VitD proporcionam efeito benéfico no desenvolvimento da 

doença. Um exemplo desta situação é o caso dos países nórdicos onde são esperados altos 

índices de EM, entretanto a doença é menos prevalente, o que tem sido atribuído a grande 
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ingestão de peixes e derivados
111

. Em relação à quantidade ideal de VitD, a academia 

brasileira de neurologia, em 2014, publicou o consenso no qual ficaram acordados os 

seguintes aspectos: VitD deve ser monitorada/dosada em pacientes com EM, níveis de VitD 

abaixo de 30ng/mL devem ser corrigidos em todos os tipos de MS e níveis acima de 

100ng/mL devem ser evitados
112

. Há apenas um trabalho com o análogo Pari no qual onze 

pacientes que apresentavam EM-RR foram tratados com Pari; neste caso a administração do 

Pari não preveniu novas lesões, entretanto, não foram constatados efeitos adversos*. 

Em diversos trabalhos tem sido atestado o efeito imunorregulador da VitD sobre o 

sistema imune e o SNC. Citocinas anti-inflamatórias e células com papel regulador se 

apresentam aumentadas em pacientes suplementados com VitD. O trabalho de Mosayebi et al. 

(2011)
113

, mostrou que a suplementação de pacientes por 6 meses determinou aumento nos 

níveis de TGF-β.  Ensaio in vitro com células de pacientes com EM, revelou que a adição de 

VitD em células com perfil inflamatório, produtoras de IL-1β, IL-6, IL-17, IL-22 e GM-CSF, 

determinou redução na porcentagem e produção de citocinas e aumento da produção de 

células FoxP3
+114

.  A população de células Th17 e os níveis de IL-17 também diminuíram 

após tratamento com VitD 
114,115

. 

O efeito modulador da VitD tem sido investigado de forma mais detalhada em estudos 

empregando EAE. A VitD atua sobre as Tregs aumentando a expressão de CTLA-4 

determinando assim aumento na sua capacidade de supressão; além disto, controla 

diretamente a expressão do fator de transcrição Foxp3
92

. A transferência adotiva de DCs 

tolerogênicas induzidas por VitD acarretou aumento na população de células B reguladoras na 

periferia e inibiu a infiltração de células Th1 e Th17 encefalitogênicas no SNC
116

. Nos 

últimos anos, mostramos que a inoculação MOG, na presença de VitD, preveniu o 

desenvolvimento da EAE em camundongos C57BL/6, tanto como abordagem terapêutica
117

 

quanto profilática
118

. No SNC, a VitD atua, por exemplo, em células da microglia. Células da 

microglia ativadas e expostas à VitD apresentaram redução da expressão de citocinas pró-

inflamatórias e aumentaram a expressão de IL-10; esta redução ocorreu via indução da 

SOCS3
88

. A VitD também determina efeitos neuroprotetores como, por exemplo, o aumento 

na capacidade de proliferação/diferenciação de células-tronco neurais em neurônios e 

oligodendrócitos
119

. Considerando o efeito calcêmico da VitD, investigamos a eficácia da 

coadministração de MOG e Pari por via epicutânea, que se mostrou significativamente eficaz 

no controle da doença, reduzindo o escore clínico e a desmielinização. Além disto, em ensaio 

in vitro, demonstramos que a microglia (BV-2) quando tratada com Pari apresentou menor 

expressão de MHCII e menor produção de IL-6 e NO
120

. A revisão bibliográfica deste assunto 
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indica que não existem publicações adicionais sobre o uso do Pari na EAE, entretanto seu 

efeito pleiotrópico
121

 e potencialmente imunomodulador na artrite
122

 e na fibrose peritoneal
123

 

vêm sendo ressaltado. Em alguns trabalhos o efeito da VitD e do Pari são comparados.  

Sochorová et al. (2009)
106

 descreveram que o Pari mantêm o efeito imunomodulador da VitD 

e que ambos comprometem a maturação de DCs. Por outro lado, Pacini et al. (2013)
124

 

observaram que, em cultura de cardiomioblastos, a VitD induziu proliferação celular e o Pari 

induziu diferenciação celular e modificação na morfologia das células.  
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Racional científico & Objetivos 
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Racional científico do projeto 
 

Recentemente constatamos que o tratamento precoce com VitD determinou redução 

significativa do estresse oxidativo e da ativação do inflamassoma
125

. A precocidade deste 

tratamento (24 horas após a indução da EAE), não permite prever, entretanto, sua eficácia em 

estágios mais adiantados desta doença. Por esta razão avaliamos a eficácia terapêutica da 

VitD em outros momentos da EAE. Além disto, na tentativa de evitar a hipercalcemia, 

avaliamos seu análogo Pari que já é empregado em outras doenças inflamatórias.  

 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito clínico e imunomodulador da VitD e do Pari em períodos mais tardios 

da evolução da EAE. 

 

 

Objetivos específicos 

1) Avaliar se a VitD e o Pari controlam o desenvolvimento da EAE de forma similar.  

2) Avaliar os efeitos imunomoduladores da VitD e do Pari sobre a resposta imune 

periférica e no SNC. 

3) Avaliar o efeito dos fármacos na barreira intestinal e na barreira hematoencefálica.  

4) Determinar o perfil de células dendríticas diferenciadas in vitro com VitD e Pari.   
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Delineamento experimental  

 

Os animais foram alocados em quatro grupos experimentais: CTL (saudáveis); EAE 

(submetidos à indução da doença e injetados com veículo); EAE/VitD (submetidos à indução 

da doença e tratados com VitD) e EAE/Pari  (submetidos à indução da doença e tratados com 

Pari). Os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com oito doses em dias 

alternados de VitD, Pari ou veículo. O protocolo terapêutico está ilustrado abaixo (dpi: dias 

pós indução). Peso corpóreo e escore clínico foram avaliados diariamente e os experimentos 

realizados ao final da terapia 

 

 

 

 

Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 (fêmeas) com oito semanas de idade, 

provenientes da Universidade de São Paulo (USP, Ribeirão Preto, SP, Brasil). Os animais 

receberam ração autoclavada e água filtrada ad libitum. Os experimentos foram realizados 

conforme os regulamentos da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA, Instituto de 

Biociências, Campus de Botucatu (Protocolo nº1099).  

 

Indução de EAE e avaliação clínica  

Camundongos C57BL/6 foram injetados, por via subcutânea no dorso, com 150 g de 

MOG35-55 (Genemed  Synthesis Inc., Texas, EUA) em 50 l de Adjuvante Completo de 

Freund (ACF) (Sigma Aldrich Corp., Missouri, EUA) contendo 4 mg/mL Mycobacterium 

tuberculosis.  No dia da indução e 48 horas depois, os animais foram inoculados com 200ng 

de toxina pertussis via intraperitoneal. O peso corpóreo e os sinais clínicos da doença foram 

avaliados diariamente. A gravidade da doença foi definida conforme a seguinte escala: 0- 

Tratamento iniciado 10 dpi

Indução da

EAE 

0 2 7

10

Tratamento iniciado 7 dpi
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normal; 1- cauda frouxa; 2- paraparesia moderada, perda da tonicidade do movimento; 3- 

paralisia parcial dos membros posteriores; 4- paraplegia; 5- tetraplegia ou morte. 

 

Tratamento com VitD e Pari 

0,1 ug/dia de Vitamina D3 (D1530-Sigma) ou Paricalcitol (Zemplar®, Abbott 

Laboratories, Chicago, Illinois, EUA) foram injetados por via i.p. Os grupos CTL e EAE 

foram injetados com veículo na mesma frequência.  

 

Níveis séricos de cálcio e fósforo 

 Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado por punção 

cardíaca. O sangue foi centrifugado e o soro armazenado a -20ºC. O cálcio e fósforo foram 

dosados conforme instrução do fabricante (Cálcio Arsenazo III e Fósforo UV, Bioclin, 

Quibasa Química Brasil Ltda, MG). 

 

Cultura celular 

Baço e linfonodos inguinais (LNs) foram coletados, desagregados em cell strainers e 

as células ressuspendidas em meio completo, contendo 10% de soro fetal bovino inativado 

(Gibco) e 4 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich). Células do baço e dos LNs foram ajustadas 

na concentração de 5x10
6
 e 2,5x10

6
 células/mL, respectivamente. Ambas as culturas foram re-

estimuladas in vitro com MOG (20µg/mL) e incubadas em estufa de CO2 (5% CO2/37ºC) 

durante 48 horas. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20ºC. A quantificação de 

citocinas foi realizada através do ensaio imunoenzimático (ELISA), seguindo as instruções do 

fabricante (R&D Systems e BD Biosciences). 

 

Isolamento de células mononucleares do SNC  

Cérebro e medula espinal foram coletados e o tecido incubado com 2,5 mg/mL de 

colagenase D (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EUA) e 100 µg/mL de DNAse 

(Sigma-Aldrich) a 37°C por 45 min. A suspensão foi desagregada em cell strainers e lavada 

com solução tamponada (HBSS), após centrifugação o pellet foi então ressuspendido em 

Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) 30% e delicadamente adicionado sobre o Percoll 

70%. As amostras foram centrifugadas a 950×g por 20 min em centrífuga com o freio 

desligado. O anel contendo células mononucleares foi coletado e o pellet lavado duas vezes 

com HBSS. A concentração celular foi ajustada para 1x10
6
 para citometria de fluxo. 
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Histopatologia da medula espinal 

Amostras de medula espinal foram coletadas e fixadas em formalina 10% tamponada e 

submetidas à inclusão em paraplast. As amostras foram cortadas e coradas com Hematoxilina 

& Eosina (H&E) e Luxol Fast Blue (LFB) para avaliação de infiltrado inflamatório e 

desmielinização, respectivamente.  

 

Ensaio de permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) 

A permeabilidade da BHE foi avaliada pela administração de NaFlu como descrito por 

Zorzella-Pezavento et al., 2017 
120

. Em síntese, os animais receberam por via i.p. 100 µl da 

solução fluoresceína sódica 10% (NaFlu- Sigma Aldrich). Após 20 minutos, os animais foram 

anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado por punção cardíaca. Em seguida, os 

animais foram perfundidos com 10 mL de solução salina 0,9 % e o cérebro e medula espinal 

foram coletados e pesados. Os órgãos foram macerados com pistilo na presença de 400μL de 

salina 0,9% e centrifugados. Sobrenadantes e plasma foram recolhidos (100 μL) e colocados 

em duplicatas em placa preta de 96 poços. Poços contendo somente salina 0,9% foram 

utilizados como branco. A leitura das amostras foi realizada em fluorímetro Synergy 4 

(Biotek Instruments) com emissão/excitação de 485/528 e sensibilidade em 35. Os resultados 

obtidos na leitura foram expressos em unidades relativas de fluorescência (RFU).  

 

Ensaio de permeabilidade da barreira intestinal (BI) 

A permeabilidade da BI foi avaliada pela administração de NaFlu como descrito por 

Nouri et al.
69

. Os animais receberam 10 µg/grama de animal de NaFlu (Sigma) por via oral. 

Após 60 minutos, os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado 

por punção cardíaca. As amostras foram centrifugadas, o plasma recolhido e colocados em 

duplicatas (100 μL) em placa preta de 96 poços.  A leitura das amostras foi realizada em 

fluorímetro Synergy 4 (Biotek Instruments) com emissão/excitação de 485/528 e 

sensibilidade em 35. Curva padrão de NaFlu foi utilizada como referência. 

 

Explante de intestino – cultura do tipo imersão 

Esta metodologia foi adaptada dos procedimentos descritos por Bareiss et al. (2008) e 

Randall (2011)
126,127

. Resumidamente, o jejuno foi removido em condições assépticas e 

lavado com HBSS contendo 1% de antibiótico/antimicótico (Sigma). Os fragmentos 

(aproximadamente 1 cm) foram cortados longitudinalmente e a face interna (mucosa) 

posicionada para cima em placas de cultura com 24 poços, um pedaço por poço. Em cada 
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poço foram adicionados 0,5 ml de RPMI 1640 (Sigma) contendo10% FBS (Gibco) e 1% 

antibiótico/antimicótico (1% - Sigma). A cultura foi incubada em estufa de CO2 (5% 

CO2/37ºC) durante 6 horas e o sobrenadante coletado e armazenado em -20ºC. 

 

Isolamento de células infiltrantes do pulmão 

 O pulmão foi coletado, desagregado com pistilo e o tecido incubado com 2,5 mg/mL 

de colagenase D (Roche) e 100 µg/mL de DNAse (Sigmah) a 37°C por 45 min. A suspensão 

foi desagregada em cell strainers e lavada com RPMI. Após centrifugação o pellet foi tratado 

com tampão de lise (NH4Cl 0,15M), lavado e então ressuspendido em RPMI completo. As 

células foram ajustadas para 1x10
6 

para citometria de fluxo ou cultura celular.  

 

Geração in vitro de células dendríticas  

Células da medula óssea foram coletadas dos fêmures e tíbias de camundongos 

C57BL/6 saudáveis através do influxo de RPMI (Sigma). 2x10
6
 células foram plaqueadas em 

placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 10 mL de RPMI suplementado com 20 mg/L de 

gentamicina (Sigma Aldrich), 2% de L-glutamina (Sigma), 10% de soro fetal bovino 

inativado (Gibco) e 50 M de 2--mercaptoetanol (Amersham BioSciences, UK) e incubadas 

em estufa (5% CO2/37ºC). Após 72 horas de cultura o meio foi removido e foram adicionados 

RPMI suplementado com 20 ng/mL de GM-CSF (Peprotech). No sexto dia de cultura, as 

células fracamente aderentes foram coletadas, centrifugadas e incubadas em placas de Petri 

contendo RPMI suplementado e GM-CSF. Após oito dias de cultura as células fracamente 

aderentes foram coletadas e ativadas com 10 ng/mL of LPS (O111:B4 – Sigma) e incubadas. 

Nos dias 3, 6 e 8 foram adicionados, nas células tratadas, 10 nM de VitD ou Paricacitol. No 

nono dia de cultura, ou seja, 24 horas após a ativação com LPS, células fracamente aderentes 

foram coletadas e centrifugadas; o sobrenadante foi armazenado a -20ºC e as células 

preparadas para citometria de fluxo. 

 

Citometria de fluxo 

A caracterização das diferentes subpopulações celulares e quantificação de citocinas 

foram realizadas por citometria de fluxo segundo instruções do fabricante dos anticorpos 

(eBioscience e BD™ Cytometric Bead Array (CBA), respectivamente). As amostras foram 

adquiridas no citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA) do 

Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociências, UNESP-Botucatu. A 

análise das subpopulações celulares e quantificação de citocinas foram realizadas no software 
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FlowJo Phenotypic (TreeStar, Ashland, OR, EUA) e no FCAP Array
TM

 Software Version 3.0 

(BD Bioscience). 

 

rt-PCR e q-PCR 

O RNA total foi extraído com Trizol (Life Technologies, Austin, TX, USA) e a síntese 

de cDNA foi realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, EUA). 12.5 ng de cDNA foram usados para reação de PCR em 

tempo real pelo sistema TaqMan
tm 

Gene Expression Assay (Life Technologies) de acordo 

com as instruções do fabricante. A expressão dos seguintes genes foi testada: TBX21, RORC, 

FOXP3, CX3CR1, S1PR1, CCL17, NLRP3, CASPASE-1, IL-1β, TNF-α, iNOS, IL-10 e 

IDO1. Os resultados foram calculados pelo método Delta-Delta Ct (∆∆Ct) ou pela curva 

padrão. 

 

Análise estatística 

Para as variáveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em média ± 

desvio padrão e as comparações entre os grupos foram realizadas por ANOVA seguida de 

teste de Tukey. Para as variáveis não paramétricas a comparação entre os grupos foi realizada 

pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s. O nível de significância adotado foi 

de 5%. Os dados foram analisados pelo pacote estatístico GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, San 

Diego, CA, EUA). 
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Resultados 

 

O efeito terapêutico da VitD depende do estágio da doença 

 

A administração da VitD no período pré-clínico (7 dias após indução da doença) 

controlou o desenvolvimento da EAE. Comparativamente ao grupo não tratado, esta terapia 

reduziu o escore clinico de forma significativa (Figuras 1A e 1B).  O adiamento do início do 

tratamento para o dia 10 após a indução da EAE, quando foram observados os primeiros 

sintomas clínicos, perdeu a eficácia como ilustrado nas figuras 1E e 1F. O tratamento com 

VitD em ambos os períodos determinou perda significativa de peso, como mostrado nas 

figuras 1C, D, G e H. 

 

Figura 1. Administração de VitD a partir do 7
o
. dia após indução da EAE reduziu o 

desenvolvimento clinico da doença. Camundongos C57BL/6 foram submetidos à indução de 

EAE e tratados com VitD por via i.p. O tratamento foi iniciado 7 ou 10 dias após indução da 

EAE e o peso e escore clínico foram avaliados diariamente. Escore clínico (A), escore clínico 

máximo (B), peso corporal diário (C) e variação de peso (D) em animais cujo tratamento foi 

iniciado no dia 7. Escore clínico (E), escore clínico máximo (F), peso corporal diário (G) e 

variação de peso (H) em animais cujo tratamento foi iniciado no dia 10. Os resultados são 

representativos de 5 experimentos independentes, expressos em média ± SEM, **p<0,01 e o 

n=3-4 camundongos por grupo. 
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Terapia pré-clínica com VitD, mas não com seu análogo Paricalcitol, controla o 

desenvolvimento da EAE 

 

A eficácia da terapia com VitD iniciada na fase pré-clínica foi confirmada por escores  

clínicos significativamente mais baixos (Figuras 2A e 2B). Entretanto, esta eficácia foi 

associada com perda acentuada de peso corporal (Figura 2D e 2E) e hipercalcemia (Figura 

2C).  Apesar de não aumentar os níveis séricos de cálcio, o análogo não determinou efeito 

terapêutico quando administrado 7 (Figuras 2A e 2B) ou 10 dias (não mostrado) após indução 

da EAE. Não foram detectadas diferenças nos níveis séricos de fósforo entre os diferentes 

grupos experimentais (Figura 2F). 

 

Figura 2. Administração pré-clínica de VitD, mas não de Pari, reduziu o escore clínico. 

Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via ip. O tratamento foi 

iniciado 7 dias após indução da EAE e escore clínico e peso corporal foram avaliados 

diariamente e amostras de sangue foram coletadas 24 horas após a última dose dos fármacos. 

Escore clínico (A), escore clínico máximo (B), cálcio sérico (C), peso corporal diário (D), 

variação de peso (E) e concentração sérica de fósforo (F). Os resultados são representativos de 

5 experimentos independentes, expressos em média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 

e o n=3-17 camundongos por grupo. 
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VitD e Pari determinam efeitos distintos sobre a produção de citocinas por culturas de baço 

e de linfonodos regionais 

 

 A terapia com VitD determinou efeitos oposto sobre a produção de citocinas por 

culturas de baço e de linfonodos inguinais. A produção de IFN-γ (Figura 3B), IL-17 (Figura 

3C), TNF-α (Figura 3D), IL-2 (Figura 3F) e IL-6 (Figura 3F) por células esplênicas foi mais 

elevada no grupo tratado com VitD do que no grupo EAE controle. De forma distinta, estas 

mesmas citocinas, no caso das culturas de linfonodos inguinais, foram produzidas em níveis 

mais baixos pelos animais do grupo EAE/VitD do que pelo grupo controle EAE como 

mostrado na figura 3. A produção destas citocinas pelo baço não foi afetada pela 

administração de Pari (Figura 3). Exceto IFN-γ (Figura 3H) e IL-2 (Figura 3K), que foram 

produzidas em níveis levemente menores pelo grupo EAE/Pari, as demais citocinas 

produzidas pelos linfonodos do grupo EAE/Pari não foram afetadas. O número de células 

esplênicas nos três grupos experimentais foi similar (Figura 3A), mas nos linfonodos 

inguinais o número foi menor nos grupos EAE/VitD e EAE/Pari em comparação com o grupo 

EAE (Figura 3G). 
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Figura 3. Efeito de VitD e  Pari na produção periférica de citocinas O tratamento com 

VitD e Pari foi iniciado 7 dias após a indução de EAE. Número de células (A,G) e níveis de 

IFN-γ (B,H), IL-17 (C, I) , TNF-α (D, J), IL-2 (E,K) e IL-6 (F,L). A concentração das 

citocinas foi determinada em sobrenadantes de culturas de baço e de linfonodos inguinais 

estimuladas in vitro com MOG. Os resultados são representativos de 1 experimento, 

expressos em média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e o n=3-4 camundongos por 

grupo. 

 

 

A presença de VitD ou Pari durante processo de diferenciação de DCs determina fenótipos 

distintos 

 

 Células de medula óssea obtidas de camundongos C57BL/6  foram diferenciadas em 

DCs na presença de VitD ou Pari e os marcadores fenotípicos e a produção de citocinas foram 

avaliados. A frequência de células CD11c+ foi menor na presença de VitD do que na presença 

de Pari (Figura 4A). A presença de VitD determinou menor percentual de células expressando 
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MHCII e CD86 (Figura 4B e 4D). A frequência de células expressando PDL-1 aumentou em 

ambos os grupos (Figura 4E). A produção de IL-23, TNF-α e IL-6 (citocinas relacionadas 

com Th1/Th17) aumentou nas células tratadas com VitD comparativamente ao grupo controle 

(Figuras 4G- I). Os níveis de todas as citocinas testadas estavam mais elevados no grupo Pari 

comparativamente aos grupos EAE (controle) e EAE/Pari (Figuras 4F-J). Já a produção de IL-

12p70 e TNF-α foi mais baixa nas células tratadas com VitD do que naquelas tratadas com 

Pari (Figura 4F e 4H).    
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Figura 4. Efeito da VitD e do Pari na diferenciação in vitro de DCs.  DCs foram geradas a 

partir de células oriundas da medula óssea de camundongos C57BL/6. VitD ou Pari foram 

adicionados às culturas durante o período de diferenciação. Células CD11c
+
 (A) foram 

determinadas em FSC-AxSSC-A (não mostrado). Histogramas correspondentes aos 

percentuais de MHCII e CD86 em células CD11c
+
 DCs (C). Frequência de células 

expressando MHCII (B) ou CD86 (D) e MFI relativo à expressão de PD-L1 (E) foram 

determinadas em células CD11c
+
 DCs. As citocinas IL-12p70 (F), IL-23 (G), TNF-α (H), IL-

6 (I) e IL-10 (J) foram quantificadas nos sobrenadantes das DCs. Os resultados são 

representativos de dois experimentos independentes, expressos em média ± SEM, *p<0.05, 

**p<0,01, ***p<0,001 e o n=4 amostras por grupo. 
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O tratamento com VitD desencadeia acúmulo de PMN nos pulmões 

 

Não foram observadas diferenças, durante a fase aguda, quanto ao número total e 

percentual de células CD3+ eluídas do pulmão dos quatro grupos experimentais como 

mostrado nas figuras 5B e 5C , respectivamente. Entretanto, constatamos um decréscimo no 

percentual de células CD11c
High 

(Figura 5D) e um aumento significativo no percentual de 

polimorfonucleares (PMN) no grupo tratado com VitD ( Figura 5E).  

 

 
 

 

Figura 5. Células Ly6G+ se acumulam no pulmão de camundongos tratados com VitD. 

Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari após a indução da EAE e as células 

totais do pulmão foram eluídas, contadas (B) e analisadas por citometria de fluxo. Estratégia 

de gate (A), percentual de células CD3
+
 (C), CD11c

High
 (D) e Ly6G

+
 (E). Os resultados são 

representativos de um experimento, expressos em média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, 

***p<0,001 e o n=2-4 camundongos por grupo. 

 

 

Perfil das células acumuladas no pulmão no período pós-licenciamento 

 

 Células eluídas de pulmão de camundongos tratados com VitD apresentaram uma leve 

redução na expressão de RORc (figura 6D) e FOXP3 (figura 6G). Os resultados observados 

nos animais tratados com Pari foram mais pronunciados; neste caso observou-se maior 
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redução no nível de mRNA destes dois fatores e também  na expressão de TBX21 (Figuras 

6D, G e A). A produção de IFN- por estas células (Figura 6B) foi semelhante nos 3 grupos 

experimentais mas a produção de IL-17 (Figura 6E) e de IL-10 (Figura 6H) foi reduzida por 

ambos os tratamentos. CX3CR1, S1PR1 e CCL17 (Figuras 6C, F e I) também foram 

downmodulados, sendo a inibição mais acentuada nos animais tratados com Pari do que com 

VitD. 

 

 

Figura 6. Efeito da VitD e do Pari sobre subpopulações de células T, citocinas e 

marcadores de migração no pulmão. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou 

Pari a partir do 7
o
 dia após a indução de EAE. A expressão de mRNA para TBX21 (A), RORc 

(D), FOXP3 (G), CX3CR1 (C), S1PR1 (F), CCL17 (I) e IL-10 (H) foi determinada 

diretamente em células eluídas de pulmão enquanto que os níveis de IFN-γ (B) e IL-17 (E) 

foram quantificados em sobrenadante de culturas destas células estimuladas com MOG. Os 

resultados são representativos de um experimento, expressos em média ± SEM, *p<0.05, 

**p<0,01, ***p<0,001 e o n=2-4 camundongos por grupo. 
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O tratamento com VitD determina menor inflamação e degeneração no SNC  

 

 O número de células infiltradas no SNC de animais tratados com VitD foi 

significativamente menor do que o número encontrado em animais dos grupos EAE não 

tratado ou tratado com Pari (Figura 7A). Esta redução na inflamação foi confirmada pela 

avaliação de cortes da medula espinal corados com H&E e também pela análise de cortes 

corados com LFB que indicaram menor grau de desmielinização (Figuras 7D). A expressão 

de MHCII na população de macrófagos infiltrantes/microglia ativada e também na microglia 

em repouso foi significativamente diminuída pelo tratamento com VitD (Figuras 7F e G). O 

grupo tratado com VitD apresentou um aumento na permeabilidade da BBB como  ilustrado 

na figura 7C. 
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Figura 7. Efeito do tratamento com VitD na inflamação e desmielinização na medula 

espinal. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7
o 

dia após a indução da doença. Número de células eluídas do SNC (A), ensaio de 

permeabilidade de barreira no cérebro (B) e na medula espinal (C), avaliação de infiltrado 

inflamatório e de desmielinização por H&E e LFB (D), estratégia de gates para análise de 

linfócitos, macrófagos infiltrantes/microglia ativada e microglia em repouso (E) e MFI 

referente a MHCII em macrófagos infiltrantes/microglia ativada e microglia em repouso (F e 

G). Os resultados são representativos de dois experimentos independentes, expressos em 

média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e o n=3-4 camundongos por grupo. As setas 

indicam áreas com inflamação e desmielinização. 
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O tratamento com VitD reduz ativação do inflamassoma, moléculas associadas com 

migração e citocinas na medula espinal 

 

 Avaliações feitas a partir da medula espinal indicaram menor ativação local do 

inflamassoma em animais tratados com VitD do que com Pari; os níveis de caspase-1 e IL-1β 

foram levemente menores (Figuras 8D e 8C) enquanto que os relativos ao NLRP3 estavam 

significativamente diminuídos (Figura 8A). Os níveis de mRNA para CX3CR1 e TNF-α 

também estavam mais baixos no grupo tratado com VitD do que com Pari (Figuras 8B e 8F). 

O nível de expressão de iNOS estava significativamente maior no grupo tratado com Pari 

comparativamente aos grupos EAE e EAE/VitD (Figura 8G). Além disto, parâmetros 

indicativos de controle de inflamação, tais como FOXP3, CCL17 e IL-10 também foram 

reduzidos pelo tratamento com VitD mas não com Pari (Figuras 8H, E e I). 

 

Figura 8. Efeitos da VitD e do Pari no inflamassoma, marcadores de migração celular e 

citocinas. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7
o
 

dia após a indução da doença. Os níveis de expressão de mRNA de NLRP3 (A), CX3CR1(B), 

IL-1β (C), Caspase-1 (D), CCL-17 (E), TNF-α (F), iNOS (G), FOXP3(H) e IL-10 (I) foram 
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quantificados na medula espinal. Os resultados são representativos de um experimento, 

expressos em média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e o n=3-4 camundongos por 

grupo.  

 

 

A VitD afeta os níveis de IL-17  e IL-10 produzidos na mucosa intestinal  

 

 O percentual de DCs CD11c
H
MHCII

+
 nos linfonodos mesentéricos foi levemente 

diminuído pelos dois tratamentos como mostrado na figura 9A. O tratamento com VitD 

reduziu a expressão de FOXP3 (Figura 9B) enquanto que ambos os tratamentos reduziram a 

expressão de IDO (Figura 9C). Os níveis de expressão de IL-10 foram similares nos 

linfonodos mesentéricos dos três grupos experimentais (Figura 9D). Foram observadas 

diferenças na permeabilidade intestinal e de produção local de citocinas por culturas de 

explantes intestinais. A administração de VitD ou Pari não alterou a permeabilidade intestinal 

de camundongos normais (dados não mostrados). Entretanto, constatamos um aumento 

significativo no grau de permeabilidade dos animais com EAE tratados com VitD em 

comparação com os não tratados ou tratados com Pari (Figura 9E). A produção de citocinas 

foi quantificada em sobrenadantes de culturas de explantes de jejuno. O resultado mais 

surpreendente foi a ausência de produção de IL-17 por explantes de animais tratados com 

VitD em contraste com a produção de níveis significativos desta citocina por culturas dos 

grupos EAE e EAE/Pari. Esta produção elevada de IL-17 foi constatada nas culturas 

estimuladas com ConA mas não com MOG (Figura 9F).  
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Figura 9. O tratamento com VitD afeta o perfil imunológico intestinal. Camundongos 

C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7
o 

dia após a indução da 

doença. Percentual de DCs CD11cH MHC
+
 (A) e expressão de mRNA para FOXP3 (B), 

IDO1 (C) e IL-10 (D) foram avaliados em linfonodos mesentéricos. Permeabilidade intestinal 

(E) foi avaliada pelo ensaio do NaFlu. A quantificação de citocinas foi avaliada no 

sobrenadante de culturas de explantes de jejuno (F, G e H). Os resultados são representativos 

de um experimento, expressos em média ± SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e o n=1-4 

camundongos por grupo. 
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Discussão 
 

O possível emprego da VitD como uma terapia adicional na EM derivou 

principalmente da constatação de baixos níveis desta vitamina nestes pacientes e das 

propriedades imunomoduladoras deste hormônio
85,128

.  Outras evidências tais como o fato da 

VitD alcançar o SNC, proteger neurônios contra a inflamação e o estresse oxidativo
139

 e o 

estímulo à remielinização
140

 também contribuíram para reforçar o seu potencial terapêutico. 

Apesar de numerosos ensaios clínicos já terem sido realizados, a possível utilização da VitD 

na EM continua um assunto altamente controverso
141,142

. A experiência do nosso grupo 

visando controle da EAE com VitD indica que a mesma é bastante eficaz se for administrada 

em período próximo ao da indução da doença
98, 122, 125

. Neste contexto, questionamos se a 

VitD manteria seu potencial terapêutico quando aplicada mais tardiamente no decurso da 

doença. O potencial terapêutico do Paricalcitol também foi avaliado pois esse análogo tem 

algumas propriedades imunomoduladoras e, além disto, é pouco calcêmico.  

Inicialmente foi constatado que a VitD ainda era capaz de controlar o desenvolvimento 

da doença quando administrada no estágio pré-clínico, ou seja, sete dias após a indução da 

doença. Por outro lado, um efeito negligível foi observado quando o tratamento foi ministrado 

no início da fase clínica, ou seja, no décimo dia após indução da doença. De forma distinta, o 

Pari não foi capaz de prevenir nem a perda de peso corporal nem o desenvolvimento de 

paralisia em nenhuma destas duas fases. A partir destes dados preliminares, o trabalho foi 

focado em uma análise comparativa dos parâmetros imunológicos visando esclarecer os 

mecanismos pelos quais a VitD, mas não o Pari, estava sendo eficaz. Esta análise foi feita de 

acordo com a seguinte sequência: alterações encontradas em órgãos linfóides secundários, 

diferenças associadas com o estágio de pós-licenciamento no pulmão, indicadores de 

inflamação no SNC e alterações associadas com a mucosa intestinal.  

A despeito da terapia com VitD ter começado no sétimo dia após indução da EAE, a 

mesma ainda foi capaz de modular a produção periférica de citocinas. Células de baço e de 

linfonodos inguinais de animais tratados com VitD produziram, respectivamente, níveis mais 

elevados e mais baixos do que os animais do grupo controle EAE. Tendo em mente que estas 

culturas foram estimuladas com MOG, conclui-se que a maioria das citocinas avaliadas  

foram liberadas por linfócitos T autorreativos. Considerando-se que o número de células nos 

linfonodos regionais estava significativamente reduzido, é possível que estas células tenham 

migrado para o baço, explicando desta forma, os resultados de maior produção de citocinas 

por culturas deste órgão. Em contraste com a VitD, os efeitos do Pari foram bem mais 
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discretos e caracterizados por uma tendência de produzir níveis mais baixos de IFN-γ e IL-2 

nos linfonodos. A detecção de diferenças em produção de citocinas por culturas de baço e 

linfonodos já tem sido descrita na EAE
144

. Esses resultados indicam de forma evidente que a 

VitD é um imunomodulador mais potente do que o Pari. Não é possível, entretanto, afirmar 

que esses efeitos contribuíram para a eficácia da VitD. 

Para esclarecer estas diferenças entre VitD e Pari, comparamos a seguir seus efeitos 

sobre a diferenciação in vitro de células DCs no que se refere a marcadores fenotípicos e 

produção de citocinas. Considerando-se os dois tipos de parâmetros, os resultados sugerem 

que a presença de VitD durante a polarização das DCs determina uma polarização 

tolerogênica nas mesmas. Este fenômeno não foi observado na presença de Pari. O potencial 

tolerogênico da VitD sobre as DCs é amplamente apoiado pela literatura
145,146

 ; entretanto o 

efeito do Pari neste processo é bastante limitado. Existem duas publicações a respeito que 

indicam, contrariamente aos nossos achados, que o Pari também determina polarização 

tolerogênica em DCs
106,129

. Uma possível explicação para este achado se encontra na origem 

das células precursoras utilizadas para gerar as DCs. Diferentemente de nós que empregamos 

células oriundas de medula óssea de camundongos, estes autores utilizaram monócitos 

humanos. Pode se pensar, portanto, que o efeito do Pari seja menos pronunciado em DCs de 

camundongo que em células humanas.  

Evidências recentes indicam que os linfócitos T precisam passar por um processo de 

“licenciamento” antes que possam atingir o SNC
10,30,130

. Para investigar se o efeito diferencial 

da VitD e do Pari envolvia esse estágio da imunopatogênese da EAE, avaliamos vários 

parâmetros em células eluídas de pulmão. Estas células foram obtidas após a administração de  

8 doses. Um dos achados mais interessantes foi a detecção de uma proporção 

significativamente elevada de células Ly6G
+
. A possibilidade de que estas células sejam  

polimorfonucleares supressores de origem mielóide (PMN-MDSC) é muito interessante e é, 

em parte, sustentada por dados da literatura. Por exemplo, Wegner et al., (2017)
131

 

demonstraram que PMN-MDSC desempenharam um papel fundamental na geração de 

tolerância antígeno específica durante imunoterapia na EAE, sendo estas células são capazes 

de suprimir a proliferação de linfócitos T CD4+. Também foi observado por Knier et al., 

(2018)
132

, que essas células supressoras controlavam o acúmulo de linfócitos B no SNC. 

Alternativamente, essas células poderiam ser PMN que permaneceram sequestrados no 

pulmão e que, portanto, não se deslocaram até o SNC. Esta possibilidade também é 

interessante porque os PMN fornecem no SNC condições propícias para a maturação de APCs 

e subsequente reestimulação local de linfócitos T específicos para mielina
133

. Neste sentido 
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planejamos avaliar a presença de células supressoras monocíticas mielóides (M-MDSC) e 

PMN–MDSC nos pulmões e também determinar se células Ly6G
+
  estão presentes nos órgãos 

periféricos e no SNC dos vários grupos experimentais. A cinética destas células poderia ser 

distinta em períodos mais precoces da doença, entretanto a estratégia terapêutica adotada 

nesta investigação (8 doses em dias alternados a partir do 7
o
 dia), não permitiria uma 

abordagem mais antecipada.  

Alterações adicionais foram constatadas no pulmão sugerindo um cenário celular e 

molecular bastante complexo neste órgão. Por exemplo, células eluídas dos pulmões desses 

três grupos experimentais (EAE, EAE/VitD e EAE/Pari) revelaram a mesma tendência para 

quase todos os parâmetros avaliados. A expressão de mRNA para RORC, FOXP3, CX3CR1, 

S1PR1 e CCL17 e a produção de IL-17 e IL-10 foram mais baixos nos animais tratados do 

que no grupo EAE. Além disso, esses valores foram mais baixos no grupo tratado com Pari do 

que com VitD. Ressaltamos que essas avaliações foram feitas no dia 21, ou seja, em um 

período considerado tardio. Segundo a literatura, este “homing” dos linfócitos TCD4
+
 nos 

pulmões ocorre durante a fase pré-clínica, ou seja, por volta dos dias 7-8 após a indução da 

EAE
33

. Essa informação condiz com nosso modelo uma vez que a doença com a qual 

trabalhamos se manifestou clinicamente em torno do dia 10 pós-indução. Em função disso 

acreditamos que as células eluídas do pulmão eram, na sua maioria, linfócitos T de memória 

em repouso como já descrito na literatura
30

. É possível que esta interpretação esteja correta 

pois detectamos baixa expressão dos fatores de transcrição e de moléculas envolvidas em 

tráfico celular e também baixa produção de citocinas, achados esses compatíveis com a 

condição de células de memória. As células de memória residentes em tecidos (TRM) podem 

ser divididas em TCD4
+ 

TRM e TCD8
+ 

TRM  e expressam baixos níveis de S1P1 e CCR7 (os 

quais garantem sua estadia nos tecidos periféricos). Além disso, essas células apresentam 

menor expressão de CD69 e CD103
152

 em distintos tecidos tais como pulmão, intestino e 

pâncreas. Curiosamente, foi demonstrado que PBMCs oriundos de pacientes com EM,  

tratados in vitro com VitD, sofrem depleção de células T efetoras autoimunes de memória as 

quais são caracterizadas pela não expressão de CCR7. Estas células efetoras expressam 

receptores que possibilitam migração para tecidos inflamados e são dotadas de funções 

efetoras imediatas
134,135

. 

As análises realizadas no SNC reforçaram os achados anteriores, indicando que a VitD 

realmente é dotada de maior capacidade imunomoduladora do que o Pari. Camundongos 

tratados com VitD apresentaram menor infiltração celular, menor expressão de MHCII na 

população constituída por macrófagos infiltrantes/microglia ativada e menor grau de 
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desmielinização. O tratamento com a vitamina desencadeou elevação da BBB no nível da 

medula espinal. Este resultado foi surpreendente uma vez que tínhamos observado 

anteriormente que o tratamento precoce com VitD (24 horas após a indução da doença) 

impedia o aumento da BBB observado nos animais com EAE
125

. Outros achados no SNC 

reforçaram a maior habilidade imunomoduladora da VitD tais como os menores níveis de 

mRNA para NLRP3 e Caspase-1. Esses resultados são compatíveis com a contribuição 

essencial da ativação do inflamassoma na imunopatogênese da EAE e com a habilidade da 

VitD de controlar o processo de ativação desta plataforma. A relevância deste sistema é 

ilustrada, por exemplo, pelo desenvolvimento tardio e pela menor gravidade da doença 

constatada em animais Nlrp3
−/−136

. Também constatamos recentemente que ocorre redução na 

expressão de mRNA para vários componentes deste sistema (NLRP3, caspase-1 e IL-1β) no 

SNC de animais submetidos à indução da EAE e tratados com VitD logo após a indução da 

doença
125

. A redução observada nos níveis de mRNA para TNF-α era esperada uma vez que a 

presença desta citocina nas lesões ativas e sua contribuição para a imunopatogênese da EAE 

já estão bem estabelecidas. Este é um dos mediadores que determina a apoptose dos 

oligodendrócitos
137

. A expressão diminuída do receptor CX3CR1 desencadeada por ambos os 

tratamentos também é relevante  porque um dos principais papéis deste receptor é permitir o 

recrutamento de leucócitos para o SNC
138

. A relevância da função do CX3CR1 na EAE é 

ilustrada pela significativa atenuação da doença quando este receptor é inibido 

farmacologicamente
158

. O fato da expressão desse receptor também ter sido reduzida nos 

animais tratados com Pari, nos quais não ocorreu controle da doença, sugere que esta redução 

por si só não determina controle da doença.  

A ocorrência de disfunção na barreira intestinal tem sido descrita tanto na EAE
69

 

quanto na MS
72

. No caso da EAE, o aumento de permeabilidade da barreira intestinal foi 

detectado nos dias 7 e 14 após a indução da doença e foi considerado como um fator 

favorecedor da progressão da doença
69

. Baseados na eficácia terapêutica da VitD e no seu  já 

descrito efeito protetor sobre a permeabilidade intestinal
159

, prevíamos a normalização da 

permeabilidade intestinal nos animais tratados com esta vitamina. Diferentemente de nossa 

pressuposição, a permeabilidade intestinal estava inclusive mais elevada nos animais do grupo 

EAE/VitD do que no grupo controle EAE. A possível explicação para esse resultado é que a 

VitD preserva a permeabilidade normal da barreira intestinal só se for administrada quando 

essa barreira ainda estiver intacta; nesse caso o tratamento foi iniciado no 7
o
 dia após a 

indução da doença, ou seja, quando a barreira já estava alterada. Curiosamente, o tratamento  

tardio (7
o
 dia pós-indução), também determinou aumento da permeabilidade da BBB, 
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reforçando nossa hipótese de que esse hormônio não normaliza as barreiras se as mesmas já 

estiverem alteradas, sendo, entretanto, capaz de preservá-las se estiverem normais. Não foram 

encontrados trabalhos na literatura para dar suporte à nossa hipótese. Acreditamos, entretanto, 

que a elevada expressão de VDR no intestino
139

 e a baixa afinidade do Pari por este receptor 

102
 poderia explicar esses achados. A possível contribuição de níveis elevados de cálcio no 

aumento da permeabilidade intestinal tem sido investigada
140

. Häusler e Weber (2019)
141

 em 

revisão sobre o possível efeito de condições hipercalcêmicas confirmaram que altas doses de 

VitD aumentaram os níveis de cálcio e que isto agravou a EAE. Este agravamento foi 

atribuído à ativação de linfócitos T associada com o influxo extracelular de cálcio. 

Apesar desta permeabilidade aumentada, culturas de explantes de jejuno indicaram 

modulação na produção local de citocinas. Resultados preliminares mostraram que explantes 

do grupo EAE/Pari produziram altos níveis de IL-17 e baixos níveis de IL-10 enquanto que os 

explantes do grupo EAE/VitD produziram níveis irrelevantes de IL-17 associados com níveis 

significativos de IL-10. Esse tipo de resultado encontra respaldo na literatura. Nouri et al., 

(2014)
69

 descreveram alterações na lâmina própria intestinal, placas de Peyer e linfonodos 

mesentéricos caracterizadas por infiltração aumentada de células pró-inflamatórias Th1/Th17 

e redução no número de Tregs durante o desenvolvimento da EAE. Os autores interpretaram 

estes achados como fundamentais para a alteração observada na barreira intestinal. A detecção 

de elevado nível de IL-10 nos animais tratados com VitD é coerente com o fato dessa citocina 

desempenhar acentuado efeito imunorregulador. Por exemplo, em modelo de colite 

espontânea, se constatou que a IL-10 inibiu a ativação do inflamassoma, tendo suprimido 

tanto a inflamação intestinal quanto a produção local de IL-17
163

.  

Em resumo, essa investigação sugere que existe uma janela de oportunidade para o 

tratamento da EAE, e possivelmente da EM, com VitD. Nossos resultados indicam que a 

VitD ainda é significativamente eficaz se a terapia for iniciada no período pré-clínico da 

doença. Os achados também indicam que mecanismos distintos estão contribuindo para esse 

efeito terapêutico, incluindo modulação da resposta imune periférica, possível mobilização de 

PMN-MDSC, efeitos anti-inflamatórios locais e alterações no perfil da resposta imune 

intestinal. Os achados também indicaram que o Pari, um análogo menos calcêmico do que a 

VitD, não foi capaz de controlar o desenvolvimento da doença; pelo menos quando testado 

em regime de administração comparável ao da VitD.  
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