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Resumo

MIMURA, L.A.N. Efeito terapéutico diferencial da vitamina D3 e do analogo Paricalcitol
no desenvolvimento da EAE, 2019. 82p. Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2019.

A esclerose multipla (EM) é uma doenca cronica e desmielinizante do sistema nervoso central
(SNC). A imunopatogénese da doenca e do modelo, a encefalomielite autoimune
experimental (EAE), envolve a ativacao de diferentes populacdes de linfocitos, macrofagos e
da microglia que liberam uma infinidade de mediadores pré-inflamatdrios e radicais livres. A
vitamina D3 (VitD) e seu andlogo Paricalcitol (Pari) sdo dotados de atividade
imunomoduladora e sdo utilizados em doencas autoinflamatérias e autoimunes.
Recentemente, observamos que a VitD quando administrada logo apo6s a inducdo da EAE
controlava a doenca com eficacia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar o potencial
terapéutico da VitD e do Pari no desenvolvimento da EAE e avaliar se seriam eficazes em
momentos mais avancados da doenca. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com
glicoproteina do oligodendrocito 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 ap0s a inducdo, quando a resposta autoimune ja estava estabelecida ou dez
dias apos a inducgdo, quando os primeiros sintomas eram evidentes. A terapia com VitD ou
Pari ndo determinou protecdo contra a EAE quando iniciada dez dias ap6s a indugdo. Terapias
iniciadas no sétimo dia apds a inducdo geraram resultados distintos e inesperados. A VitD
determinou reducdo do escore clinico e da expressdo de MHCII, NLRP3 e CX3CR1 no SNC
e aumento de neutréfilos no pulméo e na permeabilidade da barreira intestinal. O Pari ndo
determinou efeito protetor significativo, entretanto reduziu a expressdo de CX3CR1 no SNC e
de RORc em células do pulmédo e aumentou a producdo de IL-6 e IL-17 no intestino.
Concluimos que a VitD, mas ndo seu analogo Pari, é eficaz no tratamento da EAE mesmo
quando administrada na fase pré-clinica. Experimentos adicionais estdo sendo realizados para

esclarecer os mecanismos deste efeito diferencial entre VitD e Pari.

Palavras-chave: encefalomielite autoimune experimental, esclerose mdaltipla, 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, Sdo 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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Introducéo

Esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca autoimune que determina inflamacéo e
desmielinizacdo no sistema nervoso central (SNC). O alvo principal desta patologia é a bainha
de mielina que reveste 0s neurdnios. A doenca acomete principalmente jovens adultos, na fase
mais produtiva da vida, e por isto determina impactos socioeconémicos relevantes?. Grande
parte dos pacientes, apds 15 anos do diagndstico, apresenta limitagcBes funcionais ou
cognitivas e aproximadamente metade deles necessita de assisténcia para deslocar-se'. A
prevaléncia da EM é estimada em aproximadamente 2,3 milhGes de pessoas em todo o
mundo, tendo maior prevaléncia na Europa e na América do Norte®. No continente americano
a incidéncia é de 8,3 casos a cada 100.000 habitantes* e a Associacéo Brasileira de EM estima
que 35 mil brasileiros estdo afetados pela doenca atualmente. O diagnéstico da EM ¢é
estabelecido pela analise combinada da sintomatologia, exame do liquido cefalorraquidiano
(LCR) e observagdo de imagens de lesdes no SNC°. As manifestacdes clinicas da EM s&o
heterogéneas e incluem fragueza de um ou mais membros, perda da visdo, falta de
coordenacdo motora, dor, depressdo e fadiga®. A analise do LCR tem como objetivo a
deteccdo de biomarcadores, como por exemplo, as bandas oligoclonais de IgG que sdo
detectadas em mais de 95% dos pacientes com EM’. Basicamente, as anélises de imagens
obtidas por ressonancia magnética identificam placas de lesdes causadas pela desmielinizacao
que podem estar localizadas tanto no encéfalo quanto na medula espinal, e que variam de
tamanho e nimero dependendo da gravidade da doenca®. A EM se apresenta bastante variavel
em termos de sintomatologia clinica e sdo reconhecidos quatro tipos, dependendo da dinamica
dos sintomas ao longo do tempo: a sindrome clinicamente isolada que é definida como um
quadro transitorio de sintomas que se resolve ao longo do tempo; a remitente-recorrente (EM-
RR) que é a forma clinica que acomete a maioria dos pacientes e é caracterizada pelo
aparecimento de surtos seguidos de periodos de recuperacdo dos sintomas; a secundaria-
progressiva (EM-SP) na qual ocorre piora dos sintomas com o passar do tempo devido ao
acumulo de lesdes no SNC; e a forma primaria-progressiva (EM-PP), caracterizada pela piora
da incapacidade desde o inicio dos primeiros sintomas®.

EM é considerada uma doenca de etiologia multifatorial sendo que diversas
publicacOes apoiam esta possibilidade e evidenciam que a somatdria de fatores genéticos e

ambientais contribui para aumentar o risco do desenvolvimento da doenga. Multiplos fatores
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contribuem para aumentar o risco do aparecimento ou agravamento da doenga, como por
exemplo, infeccBes virais, tabagismo, obesidade e deficiéncia de vitamina D3. Alem disto,
individuos expostos a dois fatores causais, por exemplo, tabagismo e determinados genes do
complexo principal de histocompatibilidade (HLA), apresentam maior risco em comparagdo
com a soma de cada risco individual*®*,

Em relacdo aos fatores genéticos, os primeiros fatores de risco identificados foram as
variantes associadas ao HLA. Os genes do HLA sédo polimorficos e as variantes de seus alelos
estdo associadas com susceptibilidade ou protecdo de doencas autoimunes. Alelos de genes
HLA classe Il e classe | codificam moléculas envolvidas na apresenta¢do de antigenos para
linfcitos TCD4 e TCD8, respectivamente. As moléculas HLA classe Il sdo expressas em
células apresentadoras de antigeno (APCs) como células dendriticas (DCs) e macrofagos.
Dentre diversos alelos, a variante HLA-DRB1*15:01 é uma das mais estudadas e sua
presenca é fortemente relacionada com a susceptibilidade e aumento do risco da EM*. Porém,
os alelos DRB1*11 ou B*44, estdo associados a protecdo diminuindo o risco de
desenvolvimento de EM™. Embora os fatores de risco genético, como as variantes no alelo do
HLA descrito acima, ainda ndo possam ser alterados, suas consequéncias 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 hip6teses em relacdo aos fatores ambientais é a participacdo de infec¢des
bacterianas, fungicas ou virais no agravamento da doenca, sendo 0 mais investigado o virus
Epstein—Barr (EBV). Alta prevaléncia de infeccdo por EBV é detectada em pacientes com
EM comparativamente aos individuos saudaveis . Uma constatacdo interessante é a presenca
de antigeno nuclear 1 do EBV (EBNA-1) em vaérios individuos com EM. Em um estudo de
caso-controle, individuos 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 periodo da infeccdo, sendo evidente durante a
adolescéncia ou na fase adulta, mas ndo na infancia'®>*°®. Varios mecanismos s&o propostos
para elucidar como a infecgdo por EBV piora a doenga. Uma dela, por exemplo, é o
mimetismo molecular; células TCD8" isoladas de pacientes com EM respondem tanto a
antigenos da mielina quanto aoc EBNA-1"".

A insuficiéncia de VitD vem sendo reconhecida como um fator ambiental importante
no desenvolvimento de doengas inflamatorias. Um dos principais fatores associados a esta
insuficiéncia é o nivel de exposi¢do aos raios UVB que é um estimulo indispensavel para a

producéo desta vitamina pelos queratindcitos e fibroblastos da pele. Os hemisférios mais ao
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norte em um contexto global e continental apresentam maior nimero de casos de EM devido a
menor incidéncia destes raios. Por exemplo, na América do Norte o elevado indice da doenca
estd associado com a baixa radiacdo UV nesta regido. Além disto, a exposicdo aos raios UVB
durante a fase infantil ou na adolescéncia diminui significativamente o risco de desenvolver
EM™. Dois fatores adicionais contribuem para a diminuicdo de VitD associada com menor
exposicdo ao sol. Um deles é o fendbmeno Uthoff, caracterizado por agravamento dos sintomas
neuroldgicos quando ocorre aumento da temperatura corpérea. O outro fator é a incapacidade
fisica causada pela doenca. Estas duas situacdes determinam menor exposi¢do aos raios UVB

e consequentemente maior déficit de VitD*®,

Encefalomielite autoimune experimental — EAE

Os modelos experimentais séo ferramentas essenciais para o entendimento de diversas
doencas e também para o desenvolvimento de novas terapias. Apesar de ainda ndo haver um
modelo ideal que mimetize exatamente os fendmenos imunopatologicos encontrados em
humanos, as investigacdes sobre 0s mecanismos imunopatogénicos e sobre as novas terapias
sdo realizadas utilizando diferentes modelos. Determinadas espécies de roedores ou primatas
sdo geneticamente susceptiveis ao desenvolvimento da EAE e dependendo do objetivo do
estudo o melhor modelo pode ser escolhido. A doenca pode ser induzida utilizando diversas
metodologias, por exemplo, pela transferéncia de células especificas para mielina,
sensibilizacdo ativa do animal ou por infeccdes virais e administracdo de farmacos que
causam desmielinizagao®.

As diferentes linhagens de roedores geradas em laboratorio sdo as mais utilizadas na
pesquisa, pois apresentam vantagens como rapida reproducdo e facilidade de manuseio e de
manipulacdo genética. A EAE nestes animais pode ser induzida de forma ativa ou passiva. Na
forma ativa sdo utilizados os seguintes reagentes: antigeno derivado do SNC, adjuvante e
toxina pertussis, os quais promovem liberacdo lenta do antigeno, quebra da tolerancia,
aumento da permeabilidade da BHE, proliferacdo de células antigeno-especificas e produgao
de citocinas inflamatérias®*. A forma passiva é induzida pela transferéncia de células T
especificas para antigenos da mielina obtidas de animais com EAE. As duas linhagens de
camundongos mais utilizadas na inducdo da EAE séo a SJL e a C57BL/6 nas quais a doenca é
desencadeada através de imunizagdo com proteina proteolipidica (PLP) ou com peptideo
derivado da glicoproteina da mielina do oligodendrécito (MOG), respectivamente. Na

linhagem SJL, os animais desenvolvem uma doenga similar a doenca remitente-recorrente

12



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 ndo de cura, na fase crénica. Ambos os modelos apresentam danos
axonais desencadeados principalmente por subpopulagdes de linfocitos TCD4", com lesdes
confinadas na medula espinhal e poucas alteragdes no encéfalo®.

Os modelos de EAE disponiveis permitem investigar o envolvimento de diferentes
células do sistema imune e do SNC na imunopatogénese e também avaliar novas terapias.
Além disto, o0 acesso aos tecidos do SNC possibilita a avaliacdo de eventos que nao sdo
facilmente examinados no ser humano. Um exemplo interessante é a investigacdo de como as
infecgBes fungicas poderiam participar no desenvolvimento da doenga, considerando que
fungos patogénicos sdo encontrados em pacientes com EM?% Alguns dos tratamentos
aprovados para uso em humanos foram inicialmente avaliados na EAE, como o acetato de

glatiramer e o natalizumab, confirmando sua importancia na pesquisa®’.
Imunopatogénese da esclerose multipla/encefalomielite experimental

Ainda persistem muitas davidas em relacdo a imunopatogénese da EM. Entretanto, em
linhas gerais, ja estdo disponiveis muitas informacdes acerca dos mecanismos envolvidos no
processo inflamatorio que se instala no SNC resultando em desmielinizacdo, morte dos
oligodendrécitos, dano axonal, gliose e neurodegeneracdo®*®. Linfécitos B, Thl, Th17 e Tc
especificos para antigenos do SNC sdo ativados nos 6rgédos linfoides secundarios antes de
migrarem para o tecido-alvo onde séo reativados por reconhecimento local de antigenos
proprios, iniciando assim o processo de lesdo inflamatéria autoimune®® . A liberacéo de
autoantigenos é um aspecto que ainda precisa ser elucidado. Duas hipdteses tém sido
consideradas: liberacao de autoantigenos do SNC devido a uma injaria local ou infecgdes com
patdgenos, especialmente virus, cujos antigenos apresentam mimetismo molecular com
componentes da mielina. Estd demonstrado que a ativacdo de células T auto-reativas na
periferia pode desencadear danos no SNC. Pacientes com EM tratados com um peptideo da
mielina modificado, na tentativa de diminuir o percentual de células pro-inflamatorias,
apresentaram aumento de resposta Thl, aparecimento de novas lesdes e desenvolvimento de
um novo surto®.

Apbs a publicacéo de Odoardi et al., (2012)®, a ideia de “licensing” foi estabelecida.
Esta hipotese de que células auto-reativas passam por outros Orgdos e sao licenciadas

(tornadas encefalitogénicas) antes de adentrar no SNC adveio da observacgédo de que células T
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auto-reativas, ativadas in vitro antes da transferéncia, levavam alguns dias para serem
detectadas no SNC. Além disto, foi constatado que estas células eram eficazes na inducdo da
doenca quando administradas na circulacdo, mas ndo quando colocadas diretamente no LCR.
Células encefalitogénicas presentes no pulméo se caracterizam por aumento de expressao de
genes codificantes de quimiocinas as quais permitem migracdo destas células para o SNC.
Recentemente, 0 baco® e as leptomeninges® também foram descritos como 6rgdos que
participam deste fenémeno. Corroborando com esta hipotese, foi comprovado que a
inflamacdo pulmonar pode interferir no decurso da EAE; a inflamacdo impede a migracéo
de células Thl7 para o SNC devido ao aumento de expressdo de CCL20 no pulméo,
quimiocina esta responsavel pela atracdo destas células™®.

A quebra da barreira hematoencefalica (BHE) € outro evento fundamental na entrada
de células inflamatdrias no SNC*. A desregulagdo da BHE e a migracdo transendotelial dos
leucocitos ativados estdo entre as primeiras alteracdes cerebrovasculares observadas na EM.
Esta quebra da BHE é um processo complexo que inclui a participacdo de citocinas, em
especial IFN-y, TNF-a e IL-1B, quimiocinas, jungdes celulares, leucdcitos, moléculas de
adesdo e células endoteliais do SNC®. As células Th17 também contribuem para a ruptura da
BHE e para o processo inflamatério; a expressdo de receptores para IL-17 e IL-22 foi
detectada em células endoteliais da BHE em locais com lesdes®. Apos a entrada de células
encefalitogénicas no SNC, ocorre a reativacdo de células efetoras por interagdo com as APCs
locais tais como microglia e astrécitos, que amplificam o processo de inflamacdo. Estudos
mostram que estes fagdcitos internalizam e degradam a bainha de mielina, dando inicio aos
processos inflamatério e de desmielinizacdo® 8. O processo inflamatério é mediado por
espécies reativas de oxigénio (EROs) que oxidam a maioria dos componentes celulares como
lipidios, proteinas, carboidratos e &cidos nucléicos, provocando alteracdes estruturais e
funcionais®. Niveis elevados de EROs também contribuem para aumentar a permeabilidade
da BHE, facilitando a migracdo de células ativadas para o SNC**. Autdpsias revelaram a
presenca de lipideos oxidados nas bainhas de mielina em regides de lesdo ativa em pacientes
com EM*.

O estresse oxidativo estd 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 proteina adaptadora
ASC e a protease caspase-1 e é ativado em resposta as infeccbes, dano tecidual ou
desequilibrios metabolicos, iniciando programas celulares responsaveis pela maturacédo e

liberacéo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p e IL-18 e morte celular*#?. Os sensores
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moleculares do inflamassoma pertencem a familia de receptores celulares denominados
receptores de reconhecimento padréo (PRRs) que reconhecem padrbes moleculares
associados aos patdgenos (PAMPs)* ou moléculas proprias associadas ao dano (DAMPs)*.
Dentre 0os PRRs, se destacam os receptores NLRs (receptores de ligacdo a nucleotideo
contendo dominio com sequéncia repetida de residuos do aminoécido leucina) os quais sdo
sensores citoplasmaticos que reconhecem PAMPs e DAMPs, monitorando desse modo
compartimentos intra e extracelulares para sinais de infeccdo ou injdria tecidual®®. O
inflamassoma NLRP3 € o que se encontra melhor descrito até 0 momento e estd amplamente
associado as doencas inflamatdrias cronicas e autoimunes®. A literatura sugere fortemente
que a ativacdo do inflamassoma esteja relacionada com a progressdo da EM, visto que a
liberacdo das citocinas IL-1p e IL-18 que atuam na diferenciacdo e manutencdo das células
Thl e Th17, subpopulacdes celulares responsaveis pela patogénese da doenca, é dependente
da ativacdo do inflamassoma®*°. Além disso, se observa elevada expressdo de caspase-1 nas
lesBes no SNC e nas células mononucleares do sangue periférico de pacientes com EM.

A subpopulacéo de linfocitos mais abundante em pacientes com EM ¢é a dos linfocitos
T citotoxicos (CD8") que participam ativamente da neuroinflamagio e se apresentam em
grande niimero em lesdes ativas"*%. Além da presenca no parénquima, estas células podem
estar presentes no LCR e no sangue®***. Sob condicdes inflamatdrias, células TCD8" podem
reconhecer e lisar células do SNC tais como astrécitos, oligodendrdcitos e neurdnios que
expressem moléculas de MHC 1 *°. Estudo realizado com bidpsias de pacientes revelou uma
correlacéo positiva entre a quantidade de células TCD8" e 0 actimulo da expressdo da proteina

precursora de amil6ide que é indicadora de dano axonal®®

. Apesar da proporcao de células
TCD4" ser menor que células TCD8" nas lesdes da EM, elas desempenham um papel
fundamental na patogénese. Analises in situ realizadas em amostras de SNC mostraram que
ha expressao de IL-17 em linfdcitos, astrocitos e oligodendrdcitos localizados nas areas de
lesdes ativas e cronicas>’. A frequéncia de células Th17 se apresenta alta no LCR de pacientes
com MS remitente-recorrente durante as recidivas comparado com pacientes em remissdo da
doenca®. Ensaio in vitro com PBMCs de pacientes (remitente-recorrente no estagio inicial da
doenca) mostrou que essas células respondem ao antigeno MBP produzindo altos niveis de
citocinas do perfil Thl e Th17, como IFN-y, IL-6, GM-CSF e IL-17%°.

Os linfocitos B contribuem para o estado inflamatorio da doenca através de diferentes
mecanismos: producdo de anticorpos, producdo de citocinas pro-inflamatdrias e tambem
como APCs para linfécitos T%. AvaliacOes histopatoldgicas mostram que estas células podem
ser encontradas no espaco perivascular e no parénquima e também em agregados celulares
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presentes nas meninges de pacientes com EM-SP®"%2 Elevada expressio de moléculas co-
estimulatérias como CD80 e CD86 foi detectada em células B de pacientes®®. Além disto,
pacientes com perfil do tipo EM-PP apresentavam alta producdo de citocinas inflamatdrias
por células B, como IL-6, IL-12 e TNF-0**.

As células reguladoras também desempenham papel importante na doenca. Alguns
trabalhos mostram reducéo da populacdo FoxP3" em pacientes com EM; entretanto outros
descrevem que a frequéncia é similar a encontrada em individuos saudaveis. Independente da
quantidade, estas células supressoras sao geralmente menos responsivas quando estimuladas
in vitro, produzindo menos IL-10. Estas células podem apresentar reducdo da expressdo de
moléculas inibitérias como o CTLA-4 ou ter sua migracdo comprometida®®. Também foram
descritas diferentes subpopulacGes de linfocitos B reguladores em pacientes com EM; o efeito
supressor destas subpopulactes esta usualmente associado a producdo de IL-10 e inibicdo da
proliferacdo e diferenciacdo de células T°. Células TCD8" também apresentam agéo
reguladora através da supressdo e morte de células TCD4" ou pela indugéo de indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO) em APCs®. Na EAE, células T reguladoras também estdo presentes, pois
a forte inflamacdo leva a diferenciacdo e recrutamento destas células que participam no
controle da inflamacéo e da supressdo de células efetoras®*. Os macréfagos e microglia
também podem apresentar perfil anti-inflamatério (M2) durante as fases mais tardias da
doenca experimental ou humana, produzindo citocinas anti-inflamatérias como a 1L-10%.

Publicacbes mais recentes destacam a participacdo do intestino na EM e EAE,
incluindo alteragdes na barreira intestinal e na microbiota. O grupo de Nouri et al., 2014 ®°
demonstrou que durante o decurso da EAE ocorre aumento da permeabilidade intestinal (PI)
devido ao ambiente inflamatério no intestino causado pela presenca de células Thl e Th17
nos linfonodos locais. O tratamento com um probidtico determinou reducdo da PlI,
preservando as juncdes epiteliais e determinando reducdo da gravidade da EAE’. Pacientes
com o tipo EM-RR em estado clinico ativo, apresentavam alteragdes na microbiota e aumento
de células Th17 na mucosa intestinal’*. Ainda estd em debate qual é a participacdo dos
tratamentos utilizados na EM na modulacdo da microbiota, pois ndo esta claro se a dishiose é
resultado da doenca ou se precede o desenvolvimento da doenca’.

Apesar da semelhanca na imunopatogénese, existem diferencas consideraveis entre o
modelo animal e a doenca humana. O modelo animal apresenta limitacbes, como por
exemplo: a evolugdo de células do sistema imunoldgico, o ambiente de manutencdo dos
animais que ndo remete a realidade humana (SPF- animais livres de patdgenos especificos), a

homogeneidade das cepas e a utilizagdo de adjuvantes para a indugdo da doenca. Estes

16



aspectos parecem relevantes, pois tratamentos eficazes no modelo experimental seguidamente
estéo associados com complicacBes ou ineficacia em pacientes’™. O perfil histopatolégico no
humano caracteriza-se por lesdes heterogéneas e dispersas enguanto que no camundongo a
inflamacéo se restringe a medula espinal e ao cerebelo. Existem diferencas nitidas nos tipos
celulares que participam das les6es no SNC; células TCD4" especificas para antigenos s&o as
mais abundantes no modelo experimental enquanto que nos humanos hd uma grande
percentagem de células TCD8" e linfocitos B. Essa discussdo tem se baseado no fato de que
tratamentos direcionados para células TCD8" determinam resultados positivos enquanto que
aqueles destinados as células TCD4" tem efeito mais discreto’* ™.

Onze farmacos estdo disponiveis para a terapia da EM e sdo baseadas principalmente
em imunomodulacdo visando reducdo da gravidade e da frequéncia de recidivas®. Os
corticosteroides sdo utilizados na fase aguda da doenca. J& os farmacos imunomoduladores,
como o IFN-B e o acetato de glatiramer, sdo utilizados em pacientes com quadros de
exacerbacdo e remissao da doenca. Esses dois medicamentos impedem ativacdo, proliferacao
e migracao de células inflamatérias para 0 SNC’®"’. Pacientes que néo respondem bem a essa
primeira linha de tratamento sdo submetidos ao uso do natalizumabe, um anticorpo
monoclonal que se liga a cadeia 04 da integrina VLA-4, inibindo a adesao entre linfocitos e
células endoteliais dos vasos sanguineos no SNC, reduzindo assim o trafego de linfocitos
através da BHE™. O fingolimode, que sequestra os linfocitos nos 6rgdos linfoides
secundarios, atuando sobre o receptor para esfingosina-1-fosfato, mostrou-se capaz de reduzir
o infiltrado inflamatdrio no SNC por impedir a migracdo de linfécitos ativados e também por
possuir um efeito neuroprotetor direto nas células do SNC™®. As terapias disponiveis nio
curam a EM e sua eficacia varia entre os pacientes, além disto, causam efeitos colaterais como
0 aumento de suscetibilidade aos agentes infecciosos, reacbes alérgicas e problemas

gastrointestinais®’.

Efeito imunomodulador da vitamina D3 e do analogo Paricalcitol

Os primeiros estudos sobre a atividade do horménio 1a,25(OH)2D3 (VitD; calcitriol)
foram direcionados para a regulagdo da homeostasia de calcio e fosforo. Mas posteriormente
ficou evidenciado que seus efeitos bioldgicos se estendiam a diversos tipos celulares, como

por exemplo, células do sistema imunoldgico e do SNC®®, Este efeito tdo amplo e relevante
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da VitD no sistema imune esté relacionado com a presenca de receptores para VitD (VDR) na
maioria das células deste sistema, principalmente ap6s estimulacdo das mesmas®*.

A principal fonte de VitD é sua sintese por células da pele expostas aos raios UV;
pode também ser obtida em menor quantidade através da ingestdo de alimentos. Apds a
conversdo em 7-dehidrocolesterol na pele a mesma é transportada pela proteina ligadora da
vitamina D (DBP, vitamin D binding protein) através do sangue e no figado ocorre a primeira
hidroxilacdo 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(0OH),VDs. Além disso,
células do sistema imune sdo capazes de produzir a enzima 25-hidroxivitamina D3 1-a-
hidroxilase que converte a forma circulante da vitamina D na forma ativa®”.

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 (mondcitos/macréfagos, DCs, neutrofilos)
ou sobre outros componentes deste sistema, como as células da barreira intestinal. A VitD
aumenta a atividade microbicida de mondcitos/macréfagos pela producdo de peptideos
antimicrobianos, como B-defensina 2 e catelicidina®®, e diminui a producéo de derivados de
02, NO e de citocinas pré-inflamatérias®®®. Outros trabalhos ressaltam sua propriedade
antioxidante; a adicdo de VitD in vitro, em culturas de mondcitos aumentou
significativamente os mecanismos antioxidantes e também a formacéo de glutationa reduzida,
resultando em reducdo de EROs e de citocinas pré-inflamatérias®. O efeito supressor da VitD
in vitro também tem sido ressaltado. Células da microglia previamente ativadas apresentaram
aumento na expressdo do VDR e do gene Cyp27b1, responsavel pela codificacdo da enzima 1-
a-hidroxilase. O contato subsequente destas células com VitD determinou reducdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias através de inducdo de IL-10 e de SOCS3%. DCs
humanas diferenciadas na presenca de calcitriol sdo imaturas e se caracterizam por expressao
reduzida de CD1a, MHC II, CD40, CD80 e CD86%°. Estas células também produzem menor
quantidade de IL-12 e maior concentracdo de IL-10. Estes efeitos em conjunto determinam
uma condicdo tolerogénica na qual estas células se tornam incapazes de estimular a
proliferacdo de células T. Este fendbmeno tem sido atribuido a geracdo de Tregs, pois a co-
cultura de DCs pré-tratadas com calcitriol e células T CD4'CD25" leva a inducéo de células
Tregs CD4Foxp3™®1. Além disto, na presenca de VitD ocorre aumento na expressdo de
CTLA-4 e CD25 e na capacidade supressora das Tregs®.

No sistema imune adaptativo a VitD pode atuar sobre células Thl inibindo a producéo

de IFN-y através da supressdo da transcrigdo dos genes destas citocinas ou através da
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producdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4, IL-5 e IL-10, por células Th2%%, Em
relacdo a migracao de células T, a VitD aumenta a expressao do receptor CCR9, associado ao
“homing” no intestino e inibe a expressao de CXCR3 em células T, diminuindo suas
propriedades de migragdo para o tecido alvo®™. A VitD atua também diretamente em células
TCD8"*. No modelo de colite experimental, Chen et al., (2014)® descreveram que a auséncia
do VDR em células TCD8" determina sua rapida proliferacdo no intestino contribuindo para a
producdo de IL-17 e IFN-y no local. Em relacéo ao efeito em células T produtoras de 1L-17,
Hamzaoui e colaboradores (2014)°" evidenciaram o efeito anti-inflamatério da VitD; a adicio
inibiu a diferenciacdo de células TCD4" em células TCD4'IL-17" tanto em pacientes com
sintese de IgE e inducdo da producdo de 1L-10%. De forma similar ao efeito em outras APCs,
a VitD também reduz a expressdo de moléculas co-estimulatérias em células B,

A hipercalcemia é um fator que restringe a utilizacdo da VitD; este fendmeno ocorre
devido a um aumento da ligacdo VitD-VDR e consequente aumento da absorcdo de célcio no

intestino e rins e da mobilizacdo do calcio depositado nos 0ssos™®

. A mobilizacdo do calcio
pode determinar o aumento do risco de quedas e fraturas principalmente em pacientes idosos.
Sintomas comuns da hipercalcemia sdo: problemas neuropsiquiatricos, gastrointestinais,
renais e cardiovasculares'®. Por esta razdo foram desenvolvidos diversos analogos sintéticos
da VitD que conservam os efeitos pleiotropicos mas que ndo causam hipercalcemia. Dentre 0s
anélogos, o Paricalcitol (19-nor-1a,25(OH)2D2 - Pari) foi desenvolvido para o tratamento de
hiperparatireoidismo secundario, sendo considerado uma droga “seletiva” para o VDR, ou
seja, com afinidade mais alta para células da glandula paratireoide do que para o intestino e 0s
0s50s'%". O mecanismo da atuacéo seletiva do Pari e de outros analogos nio esta totalmente
elucidado; as possibilidades descritas na literatura sdo baseadas em analises comparativas com
a VitD. Em relacdo ao efeito do Pari na reabsorcdo dssea (homeostasia do calcio), tem sido
demonstrado que o Pari é pelo menos 10 vezes menos potente do que a VitD em induzir a
mobilizacdo de Ca* nos 0ss0s'%%. Ensaio in vitro indicou que esta menor poténcia do Pari em
estimular a reabsorcéo 6ssea se deve, em parte, & sua degradacdo vinte vezes maior'®. Esta
menor capacidade de reabsorcdo 6ssea do Pari também tem sido atribuida a menor indugéo de
calbindin-D, molécula relacionada com a expressdo do canal de transporte de célcio e
responséavel pelo aumento de absorcdo do célcio no intestino'®. Existe inclusive uma hipétese
interessante que atribui a menor eficiéncia dos analogos justamente ao proprio fenémeno 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 administragdo de PTH. Demonstraram que essa condi¢do por si sO protegia os animais do
desenvolvimento da EAE™®.

Alguns efeitos imunomoduladores associados ao Pari tém sido descritos, com énfase
em ensaios relativos a doencas renais. O perfil de DCs, por exemplo, € alterado quando VitD
e Pari sdo acrescentados ao processo de diferenciacdo destas células por LPS; ocorre reducéo
da expressdo de moléculas co-estimuladoras e de HLA-DR e também se observa aumento da
expressao de PDL-1. Além disto, estas DCs determinaram menor expansdo de células T
antigeno especificas quando colocadas em co-cultura'®. Ensaio interessante utilizou células-
tronco mesenquimais (MSCs) e o Pari como adjuvante na diferenciacdo de células Th1l7 e no
tratamento in vivo de animais com obstrucao unilateral uretral. Quando células TCD4" foram
cultivadas com diferentes concentracdes de Pari ocorreu inibicdo dose-dependente da
producdo de IL-17. O Pari ndo teve efeito sobre a proliferacio das células TCD4", porém a
expressdo de CCR6, receptor importante no recrutamento de células Th17 para o local da
inflamacdo, estava reduzida. Além disto, em ensaio in vivo com Pari, ndo foi constatado efeito
sobre a expressdo de STAT3, RORyt, IRF4, e Runx1, porém ocorreu reducdo de macrofagos
com perfil M1 nos rins'®’. Outro estudo realizado com o mesmo modelo animal do trabalho
acima, indicou que o Pari reduz a expressao do mRNA do TNF-a nos rins interferindo na
sinalizagdo do NF-kB pelo aumento de expressio do VDR'®. Ensaios in vitro com PBMC de
pacientes portadores de doenca renal cronica, demonstraram que o Pari também foi capaz de
reduzir a producdo de IL-17, IL-6, IL-1B, TNF-a ¢ IFN-y'*. No contexto da resposta imune
em ceélulas tumorais, o Pari induz apoptose, clivagem da caspase-3 e inibicdo da fosforilacdo

de genes associados ao crescimento tumoral™'°.

Efeito da VitD em pacientes e modelo experimental

Como descrevemos anteriormente, existe uma relacdo entre insuficiéncia de VitD e
EM. Entretanto, apesar da grande quantidade de publicagbes demonstrando os efeitos da
suplementacdo de VitD, ainda ndo ha consenso sobre diversos aspectos, pois os trabalhos
divergem em questBes metodologicas, como por exemplo, a quantidade de VitD administrada
ou o tipo de EM dos pacientes. Investigagfes sugerem que a suplementacdo ou a
normalizacdo dos niveis de VitD proporcionam efeito benéfico no desenvolvimento da
doenga. Um exemplo desta situagdo é o caso dos paises nordicos onde séo esperados altos
indices de EM, entretanto a doenca é menos prevalente, o que tem sido atribuido a grande
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ingestdo de peixes e derivados'™'. Em relagdo a 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, niveis de VitD
abaixo de 30ng/mL devem ser corrigidos em todos os tipos de MS e niveis acima de
100ng/mL devem ser evitados™?. H& apenas um trabalho com o anélogo Pari no qual onze
pacientes que apresentavam EM-RR foram tratados com Pari; neste caso a administragdo do
Pari ndo preveniu novas lesdes, entretanto, ndo foram constatados efeitos adversos*.

Em diversos trabalhos tem sido atestado o efeito imunorregulador da VitD sobre o
sistema imune e o SNC. Citocinas anti-inflamatoérias e células com papel regulador se
apresentam aumentadas em pacientes suplementados com VitD. O trabalho de Mosayebi et al.
(2011)**3, mostrou que a suplementacdo de pacientes por 6 meses determinou aumento nos
niveis de TGF-B. Ensaio in vitro com células de pacientes com EM, revelou que a adi¢do de
VitD em células com perfil inflamatorio, produtoras de IL-1p, IL-6, IL-17, IL-22 e GM-CSF,
determinou redugdo na porcentagem e producdo de citocinas e aumento da producdo de
células FoxP3™“. A populacéo de células Th17 e os niveis de IL-17 também diminuiram
ap6s tratamento com VitD 411>,

O efeito modulador da VitD tem sido investigado de forma mais detalhada em estudos
empregando EAE. A VitD atua sobre as Tregs aumentando a expressdo de CTLA-4
determinando assim aumento na sua capacidade de supressdo; além disto, controla
diretamente a expressdo do fator de transcricio Foxp3%%. A transferéncia adotiva de DCs
tolerogénicas induzidas por VitD acarretou aumento na populacdo de células B reguladoras na
periferia e inibiu a infiltracdo de células Thl e Th17 encefalitogénicas no SNC™°. Nos
ultimos anos, mostramos que a inoculagio MOG, na presenca de VitD, preveniu o
desenvolvimento da EAE em camundongos C57BL/6, tanto como abordagem terapéutica®’
quanto profilatica'®. No SNC, a VitD atua, por exemplo, em células da microglia. Células da
microglia ativadas e expostas a VitD apresentaram reducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e aumentaram a expressdo de IL-10; esta reducdo ocorreu via inducdo da
SOCS3%. A VitD também determina efeitos neuroprotetores como, por exemplo, 0 aumento
na capacidade de proliferacdo/diferenciacdo de células-tronco neurais em neurbnios e
oligodendrocitos*'®. Considerando o efeito calcémico da VitD, investigamos a eficacia da
coadministracdo de MOG e Pari por via epicutanea, que se mostrou significativamente eficaz
no controle da doenga, reduzindo o escore clinico e a desmielinizagdo. Além disto, em ensaio
in vitro, demonstramos que a microglia (BV-2) quando tratada com Pari apresentou menor

expressdo de MHCII e menor producdo de IL-6 e NO'?. A revisdo bibliogréafica deste assunto

21



indica que ndo existem publicacdes adicionais sobre o uso do Pari na EAE, entretanto seu

122 @ na fibrose peritoneal'®®

efeito pleiotropico’® e potencialmente imunomodulador na artrite
vém sendo ressaltado. Em alguns trabalhos o efeito da VitD e do Pari sdo comparados.
Sochorova et al. (2009)*® descreveram que o Pari mantém o efeito imunomodulador da VitD
e que ambos comprometem a maturacdo de DCs. Por outro lado, Pacini et al. (2013)**
observaram que, em cultura de cardiomioblastos, a VitD induziu proliferagéo celular e o Pari

induziu diferenciacdo celular e modificacdo na morfologia das células.
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Racional cientifico & Objetivos
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Racional cientifico do projeto

Recentemente constatamos que o tratamento precoce com VitD determinou reducéo

significativa do estresse oxidativo e da ativacdo do inflamassoma'®®

. A precocidade deste
tratamento (24 horas ap0s a inducdo da EAE), ndo permite prever, entretanto, sua eficacia em
estagios mais adiantados desta doenca. Por esta razdo avaliamos a eficacia terapéutica da
VitD em outros momentos da EAE. Além disto, na tentativa de evitar a hipercalcemia,

avaliamos seu analogo Pari que ja é empregado em outras doencgas inflamatorias.

Objetivo geral

Avaliar o efeito clinico e imunomodulador da VitD e do Pari em periodos mais tardios
da evolugéo da EAE.

Obijetivos especificos
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 farmacos na barreira intestinal e na barreira hematoencefalica.

4) Determinar o perfil de células dendriticas diferenciadas in vitro com VitD e Pari.
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Material & Métodos
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Delineamento experimental

Os animais foram alocados em quatro grupos experimentais: CTL (saudaveis); EAE
(submetidos a inducdo da doenca e injetados com veiculo); EAE/VitD (submetidos a inducao
da doenga e tratados com VitD) e EAE/Pari (submetidos a inducéo da doenca e tratados com
Pari). Os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com oito doses em dias
alternados de VitD, Pari ou veiculo. O protocolo terapéutico esta ilustrado abaixo (dpi: dias
pos inducdo). Peso corporeo e escore clinico foram avaliados diariamente e 0s experimentos

realizados ao final da terapia

Tratamento iniciado 7 dpi
Inducdo da A

EAE '

T IRV NV
-
7
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Tratamento iniciado 10 dpi

Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 (fémeas) com oito semanas de idade,
provenientes da Universidade de Sdo Paulo (USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os animais
receberam racdo autoclavada e agua filtrada ad libitum. Os experimentos foram realizados
conforme os regulamentos da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, Instituto de

Biociéncias, Campus de Botucatu (Protocolo n°1099).

Inducdo de EAE e avaliagdo clinica

Camundongos C57BL/6 foram injetados, por via subcutanea no dorso, com 150 ug de
MOGs3s.55 (Genemed Synthesis Inc., Texas, EUA) em 50 ul de Adjuvante Completo de
Freund (ACF) (Sigma Aldrich Corp., Missouri, EUA) contendo 4 mg/mL Mycobacterium
tuberculosis. No dia da inducéo e 48 horas depois, os animais foram inoculados com 200ng
de toxina pertussis via intraperitoneal. O peso corpdreo e os sinais clinicos da doenca foram

avaliados diariamente. A gravidade da doenca foi definida conforme a seguinte escala: O-
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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 veiculo na mesma frequéncia.

Niveis séricos de célcio e fosforo

Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado por puncao
cardiaca. O sangue foi centrifugado e o soro armazenado a -20°C. O calcio e fosforo foram
dosados conforme instrucdo do fabricante (Calcio Arsenazo Il e Fésforo UV, Bioclin,
Quibasa Quimica Brasil Ltda, MG).

Cultura celular

Bago 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 baco e dos LNs foram ajustadas
na concentracdo de 5x10° e 2,5x10° células/mL, respectivamente. Ambas as culturas foram re-
estimuladas in vitro com MOG (20ug/mL) e incubadas em estufa de CO, (5% CO,/37°C)
durante 48 horas. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. A quantificacdo de
citocinas foi realizada através do ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguindo as instrucdes 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 pug/mL de DNAse
(Sigma-Aldrich) a 37°C por 45 min. A suspenséo foi desagregada em cell strainers e lavada
com solugdo tamponada (HBSS), apds centrifugacdo o pellet foi entdo ressuspendido em
Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) 30% e delicadamente adicionado sobre o Percoll
70%. As amostras foram centrifugadas a 950xg por 20 min em centrifuga com o freio
desligado. O anel contendo células mononucleares foi coletado e o pellet lavado duas vezes

com HBSS. A concentragdo celular foi ajustada para 1x10° 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 a inclusdo em paraplast. As amostras foram cortadas e coradas com Hematoxilina
& Eosina (H&E) e Luxol Fast Blue (LFB) para avaliacdo de infiltrado inflamatério e

desmielinizagao, respectivamente.

Ensaio de permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE)

A permeabilidade da BHE foi avaliada pela administracdo de NaFlu como descrito por
Zorzella-Pezavento et al., 2017 *°. Em sintese, os animais receberam por via i.p. 100 pl da
solucdo fluoresceina sédica 10% (NaFlu- Sigma Aldrich). Ap6s 20 minutos, os animais foram
anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado por punc¢éo cardiaca. Em seguida, 0s
animais foram perfundidos com 10 mL de solucéo salina 0,9 % e o cérebro e medula espinal
foram coletados e pesados. Os 6rgaos foram macerados com pistilo na presenga de 400uL de
salina 0,9% e centrifugados. Sobrenadantes e plasma foram recolhidos (100 pL) e colocados
em duplicatas em placa preta de 96 pocos. Pocos contendo somente salina 0,9% foram
utilizados como branco. A leitura das amostras foi realizada em fluorimetro Synergy 4
(Biotek Instruments) com emissdo/excitacdo de 485/528 e sensibilidade em 35. Os resultados

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

Ensaio de permeabilidade da barreira intestinal (BI)
A permeabilidade da BI foi avaliada pela administracdo de NaFlu como descrito por

Nouri et al.®®

. Os animais receberam 10 pg/grama de animal de NaFlu (Sigma) por via oral.
Apo6s 60 minutos, os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina e o sangue coletado
por puncdo cardiaca. As amostras foram centrifugadas, o plasma recolhido e colocados em
duplicatas (100 pL) em placa preta de 96 pogos. A leitura das amostras foi realizada em
fluorimetro Synergy 4 (Biotek Instruments) com emissdo/excitacdo de 485/528 e

sensibilidade em 35. Curva padrao de NaFlu foi utilizada como referéncia.

Explante de intestino — cultura do tipo imerséo

Esta metodologia foi adaptada dos procedimentos descritos por Bareiss et al. (2008) e
Randall (2011)'?°'?". Resumidamente, o jejuno foi removido em condicdes assépticas e
lavado com HBSS contendo 1% de antibidtico/antimicético (Sigma). Os fragmentos
(aproximadamente 1 cm) foram cortados longitudinalmente e a face interna (mucosa)

posicionada para cima em placas de cultura com 24 pogos, um pedago por po¢o. Em cada
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poco foram adicionados 0,5 ml de RPMI 1640 (Sigma) contendo10% FBS (Gibco) e 1%
antibidtico/antimicotico (1% - Sigma). A cultura foi incubada em estufa de CO, (5%

CO,/37°C) durante 6 horas e o sobrenadante coletado e armazenado em -20°C.

Isolamento de células infiltrantes do pulméo

O pulmao foi coletado, desagregado com pistilo e o tecido incubado com 2,5 mg/mL
de colagenase D (Roche) e 100 pg/mL de DNAse (Sigmah) a 37°C por 45 min. A suspensdo
foi desagregada em cell strainers e lavada com RPMI. Apos centrifugacéo o pellet foi tratado
com tampéo de lise (NH4Cl 0,15M), lavado e entdo ressuspendido em RPMI completo. As
células foram ajustadas para 1x10° para citometria de fluxo ou cultura celular.

Geragdo in vitro de células dendriticas

Células da medula 6ssea foram coletadas dos fémures e tibias de camundongos
C57BL/6 saudaveis através do influxo de RPMI (Sigma). 2x10° células foram plagueadas 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 uM de 2-B-mercaptoetanol (Amersham BioSciences, UK) e incubadas
em estufa (5% CO,/37°C). Apos 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. Apoés 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 apds a ativacdo com LPS, células fracamente aderentes
foram coletadas e centrifugadas; o sobrenadante foi armazenado a -20°C e as células

preparadas para citometria de fluxo.

Citometria de fluxo

A caracterizacdo das diferentes subpopulacgdes celulares e quantificagdo de citocinas
foram realizadas por citometria de fluxo segundo instrucdes do fabricante dos anticorpos
(eBioscience e BD™ Cytometric Bead Array (CBA), respectivamente). As amostras foram
adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San Jose, CA) do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias, UNESP-Botucatu. A

analise das subpopulacGes celulares e quantificacdo de citocinas foram realizadas no software
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FlowJo Phenotypic (TreeStar, Ashland, OR, EUA) e no FCAP Array ™ Software Version 3.0

(BD Bioscience).

rt-PCR e g-PCR

O RNA total foi extraido com Trizol (Life Technologies, Austin, TX, USA) e a sintese
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 reacdo de PCR em
tempo real pelo sistema TagMan™ Gene Expression Assay (Life Technologies) de acordo
com as instrucOes do fabricante. A expressdo dos seguintes genes foi testada: TBX21, RORC,
FOXP3, CX3CR1, S1PR1, CCL17, NLRP3, CASPASE-1, IL-1B, TNF-a, iNOS, IL-10 e
IDO1. Os resultados foram calculados pelo método Delta-Delta Ct (AACt) ou pela curva

padrdo.

Anélise estatistica

Para as variaveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em média +
desvio padrdo e as comparagdes entre os grupos foram realizadas por ANOVA seguida de
teste de Tukey. Para as variaveis ndo paramétricas a comparacao entre os grupos foi realizada
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s. O nivel de significancia adotado foi
de 5%. Os dados foram analisados pelo pacote estatistico GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, San
Diego, CA, EUA).
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Resultados
O efeito terapéutico da VitD depende do estagio da doenca

A administracdo da VitD no periodo pré-clinico (7 dias ap6s inducdo da doenca)
controlou o desenvolvimento da EAE. Comparativamente ao grupo nao tratado, esta terapia
reduziu o escore clinico de forma significativa (Figuras 1A e 1B). O adiamento do inicio do
tratamento para o dia 10 apds a inducdo da EAE, quando foram observados os primeiros
sintomas clinicos, perdeu a eficacia como ilustrado nas figuras 1E e 1F. O tratamento com
VitD em ambos os periodos determinou perda significativa de peso, como mostrado nas

figuras 1C, D, G e H.
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Figura 1. Administracdo de VitD a partir do 7°. dia apds inducdo da EAE reduziu o
desenvolvimento clinico da doen¢a. Camundongos C57BL/6 foram submetidos a inducdo de
EAE e tratados com VitD por via i.p. O tratamento foi iniciado 7 ou 10 dias apés inducéo da
EAE e o peso e escore clinico foram avaliados diariamente. Escore clinico (A), escore clinico
méaximo (B), peso corporal diario (C) e varia¢do de peso (D) em animais cujo tratamento foi
iniciado no dia 7. Escore clinico (E), escore clinico maximo (F), peso corporal diario (G) e
variagdo de peso (H) em animais cujo tratamento foi iniciado no dia 10. Os resultados sdo
representativos de 5 experimentos independentes, expressos em media £ SEM, **p<0,01 e o
n=3-4 camundongos por grupo.
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Terapia pré-clinica com VitD, mas ndo com seu analogo Paricalcitol, controla o

desenvolvimento da EAE

A eficécia da terapia com VitD iniciada na fase pré-clinica foi confirmada por escores
clinicos significativamente mais baixos (Figuras 2A e 2B). Entretanto, esta eficacia foi
associada com perda acentuada de peso corporal (Figura 2D e 2E) e hipercalcemia (Figura
2C). Apesar de ndo aumentar os niveis séricos de calcio, o anadlogo ndo determinou efeito
terapéutico quando administrado 7 (Figuras 2A e 2B) ou 10 dias (ndo mostrado) apds indugéo
da EAE. Nao foram detectadas diferencas nos niveis séricos de fésforo entre os diferentes

grupos experimentais (Figura 2F).
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Figura 2. Administracdo pré-clinica de VitD, mas n&o de Pari, reduziu o escore clinico.
Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via ip. O tratamento foi
iniciado 7 dias ap6s inducdo da EAE e escore clinico e peso corporal foram avaliados
diariamente e amostras de sangue foram coletadas 24 horas apds a Gltima dose dos farmacos.
Escore clinico (A), escore clinico maximo (B), calcio sérico (C), peso corporal diario (D),
variacdo de peso (E) e concentracdo sérica de fosforo (F). Os resultados sdo representativos de
5 experimentos independentes, expressos em média £ SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001
e 0 n=3-17 camundongos por grupo.
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VitD e Pari determinam efeitos distintos sobre a producdo de citocinas por culturas de bago
e de linfonodos regionais

A terapia com VitD determinou efeitos oposto sobre a produgdo de citocinas por
culturas de baco e de linfonodos inguinais. A producdo de IFN-y (Figura 3B), IL-17 (Figura
3C), TNF-a (Figura 3D), IL-2 (Figura 3F) e IL-6 (Figura 3F) por células esplénicas 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 niveis
mais baixos pelos animais do grupo EAE/VitD do que pelo grupo controle EAE como
mostrado na figura 3. A producdo destas citocinas pelo baco ndo foi afetada pela
administracdo de Pari (Figura 3). Exceto IFN-y (Figura 3H) e IL-2 (Figura 3K), que foram
produzidas em niveis levemente menores pelo grupo EAE/Pari, as demais citocinas
produzidas pelos linfonodos do grupo EAE/Pari ndo foram afetadas. O ndmero de células
esplénicas nos trés grupos experimentais foi similar (Figura 3A), mas nos linfonodos
inguinais o nimero foi menor nos grupos EAE/VitD e EAE/Pari em comparagdo com 0 grupo

EAE (Figura 3G).
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Figura 3. Efeito de VitD e Pari na producéo periférica de citocinas O tratamento com
VitD e Pari foi iniciado 7 dias ap6s a inducdo de EAE. NUumero de células (A,G) e niveis de
IFN-y (B,H), IL-17 (C, I) , TNF-a (D, J), IL-2 (E,K) e IL-6 (F,L). A concentracdo das
citocinas foi determinada em sobrenadantes de culturas de bagco e de linfonodos inguinais
estimuladas in vitro com MOG. Os resultados sdo representativos de 1 experimento,
expressos em média £ SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e 0 n=3-4 camundongos por

grupo.

A presenca de VitD ou Pari durante processo de diferenciacdo de DCs determina fenotipos

distintos

Células de medula 6ssea obtidas de camundongos C57BL/6 foram diferenciadas em
DCs na presenca de VitD ou Pari e os marcadores fenotipicos e a produgéo de citocinas foram
avaliados. A frequéncia de células CD11c+ foi menor na presenca de VitD do que na presenca

de Pari (Figura 4A). A presenca de VitD determinou menor percentual de células expressando
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MHCII e CD86 (Figura 4B e 4D). A frequéncia de células expressando PDL-1 aumentou em
ambos os grupos (Figura 4E). A producdo de IL-23, TNF-a e IL-6 (citocinas relacionadas
com Th1/Th17) aumentou nas células tratadas com VitD comparativamente ao grupo controle
(Figuras 4G- 1). Os niveis de todas as citocinas testadas estavam mais elevados no grupo Pari
comparativamente aos grupos EAE (controle) e EAE/Pari (Figuras 4F-J). J& a producéo de IL-
12p70 e TNF-a 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 diferenciacéo in vitro de DCs. DCs foram geradas a
partir de células oriundas da medula dssea de camundongos C57BL/6. VitD ou Pari foram
adicionados as culturas durante o periodo de diferenciagdo. Células CD11c™ (A) foram
determinadas em FSC-AXSSC-A (ndo mostrado). Histogramas correspondentes aos
percentuais de MHCII e CD86 em células CD11lc* DCs (C). Frequéncia de células
expressando MHCII (B) ou CD86 (D) e MFI relativo a expressao de PD-L1 (E) foram
determinadas em células CD11c” DCs. As citocinas I1L-12p70 (F), IL-23 (G), TNF-a (H), IL-
6 () e IL-10 (J) foram quantificadas nos sobrenadantes das DCs. Os resultados séo
representativos de dois experimentos independentes, expressos em média + SEM, *p<0.05,
**p<0,01, ***p<0,001 e 0 n=4 amostras por grupo.
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O tratamento com VitD desencadeia acuimulo de PMN nos pulm®es

N&o foram observadas diferencas, durante a fase aguda, quanto ao nimero total e
percentual de células CD3+ eluidas do pulmdo dos quatro grupos experimentais como
mostrado nas figuras 5B e 5C , respectivamente. Entretanto, constatamos um decréscimo no

High

percentual de células CD11c ™" (Figura 5D) e um aumento significativo no percentual de

polimorfonucleares (PMN) no grupo tratado com VitD ( Figura 5E).
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Figura 5. Células Ly6G+ se acumulam no pulmé&o de camundongos tratados com VitD.
Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari ap6s a inducdo da EAE e as células
totais do pulmdo foram eluidas, contadas (B) e analisadas por citometria de fluxo. Estratégia
de gate (A), percentual de células CD3* (C), CD11c"'9" (D) e Ly6G" (E). Os resultados s&o
representativos de um experimento, expressos em média £ SEM, *p<0.05, **p<0,01,
***n<0,001 e 0 n=2-4 camundongos por grupo.

Perfil das células acumuladas no pulméo no periodo pds-licenciamento

Células eluidas de pulméo de camundongos tratados com VitD apresentaram uma leve
reducdo na expressdo 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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reducdo no nivel de mMRNA destes dois fatores e também na expressdo de TBX21 (Figuras
6D, G e A). A producdo de IFN-y por estas células (Figura 6B) foi semelhante nos 3 grupos
experimentais mas a producédo 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 inibigdo mais acentuada nos animais tratados com Pari do que com
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Figura 6. Efeito da VitD e do Pari sobre subpopulacGes de células T, citocinas e
marcadores de migragdo no pulméo. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou
Pari a partir do 7° dia apés a inducéo de EAE. A expressdo de mRNA para TBX21 (A), RORc
(D), FOXP3 (G), CX3CR1 (C), S1PR1 (F), CCL17 (I) e IL-10 (H) foi determinada
diretamente em células eluidas de pulméo enquanto que os niveis de IFN-y (B) e IL-17 (E)
foram quantificados em sobrenadante de culturas destas células estimuladas com MOG. Os
resultados sdo representativos de um experimento, expressos em média + SEM, *p<0.05,
**p<0,01, ***p<0,001 e 0 n=2-4 camundongos por grupo.
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O tratamento com VitD determina menor inflamagéo e degeneragéo no SNC

O ndmero de células infiltradas no SNC de animais tratados com VitD foi
significativamente menor do que o numero encontrado em animais dos grupos EAE néo
tratado ou tratado com Pari (Figura 7A). Esta redugdo na inflamagao foi confirmada pela
avaliacdo de cortes da medula espinal corados com H&E e também pela anélise de cortes
corados com LFB que indicaram menor grau de desmielinizagdo (Figuras 7D). A expressao
de MHCII na populacdo de macrofagos infiltrantes/microglia ativada e também na microglia
em repouso foi significativamente diminuida 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 inflamacé@o e desmielinizagdo na medula
espinal. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7°
dia ap6s a inducdo da doenca. Numero de células eluidas do SNC (A), ensaio de
permeabilidade de barreira no cérebro (B) e na medula espinal (C), avaliacdo de infiltrado
inflamatorio e de desmielinizacdo por H&E e LFB (D), estratégia de gates para analise de
linfocitos, macrdéfagos infiltrantes/microglia ativada e microglia em repouso (E) e MFI
referente a MHCII em macrofagos infiltrantes/microglia ativada e microglia em repouso (F e
G). Os resultados sdo representativos de dois experimentos independentes, expressos em
média + SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e 0 n=3-4 camundongos por grupo. As setas
indicam areas com inflamacao e desmielinizacdo.
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O tratamento com VitD reduz ativacdo do inflamassoma, moléculas associadas com
migragao e citocinas na medula espinal

Avaliacdes feitas a partir da medula espinal indicaram menor ativacdo local do
inflamassoma em animais tratados com VitD do que com Pari; 0s niveis de caspase-1 e IL-1P
foram levemente menores (Figuras 8D e 8C) enquanto que os relativos ao NLRP3 estavam
significativamente diminuidos (Figura 8A). Os niveis de mMRNA para CX3CR1 e TNF-a
também estavam mais baixos no grupo tratado com VitD do que com Pari (Figuras 8B e 8F).
O nivel de expressdo de iINOS estava significativamente maior no grupo tratado com Pari
comparativamente aos grupos EAE e EAE/VitD (Figura 8G). Além disto, parametros
indicativos de controle de inflamacdo, tais como FOXP3, CCL17 e IL-10 também foram

reduzidos pelo tratamento com VitD mas ndo com Pari (Figuras 8H, E e I).
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Figura 8. Efeitos da VitD e do Pari no inflamassoma, marcadores de migracao celular e
citocinas. Camundongos C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7°
dia apos a indugéo da doenga. Os niveis de expressdo de mRNA de NLRP3 (A), CX3CR1(B),
IL-1B (C), Caspase-1 (D), CCL-17 (E), TNF-a (F), iNOS (G), FOXP3(H) e IL-10 (I) foram
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quantificados na medula espinal. Os resultados sdo 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 niveis de IL-17 e IL-10 produzidos na mucosa intestinal

O percentual de DCs CD11c"'MHCII* nos linfonodos mesentéricos foi levemente
diminuido pelos dois tratamentos como mostrado na figura 9A. O tratamento com VitD
reduziu a expressao de FOXP3 (Figura 9B) enquanto que ambos os tratamentos reduziram a
expressao de IDO (Figura 9C). Os niveis de expressdo de IL-10 foram similares nos
linfonodos mesentéricos dos trés grupos experimentais (Figura 9D). Foram observadas
diferencas na permeabilidade intestinal e de producdo local de citocinas por culturas de
explantes intestinais. A administracdo de VitD ou Pari ndo alterou a permeabilidade intestinal
de camundongos normais (dados ndo mostrados). Entretanto, constatamos um aumento
significativo no grau de permeabilidade dos animais com EAE tratados com VitD em
comparagdo com os ndo tratados ou tratados com Pari (Figura 9E). A producdo de citocinas
foi quantificada em sobrenadantes de culturas de explantes de jejuno. O resultado mais
surpreendente foi a auséncia de producdo de IL-17 por explantes de animais tratados com
VitD em contraste com a producdo de niveis significativos desta citocina por culturas dos
grupos EAE e EAE/Pari. Esta producdo elevada de IL-17 foi constatada nas culturas

estimuladas com ConA mas ndo com MOG (Figura 9F).
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Figura 9. O tratamento com VitD afeta o perfil imunoldgico intestinal. Camundongos
C57BL/6 foram tratados com VitD ou Pari por via i.p. a partir do 7° dia apds a inducéo da
doenca. Percentual de DCs CD11cH MHC™ (A) e expressdo 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 quantificagdo de citocinas foi avaliada no
sobrenadante de culturas de explantes de jejuno (F, G e H). Os resultados sdo representativos
de um experimento, expressos em média + SEM, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001 e 0 n=1-4

camundongos por grupo.
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Discussao

O possivel emprego da VitD como uma terapia adicional na EM derivou
principalmente da constatacdo de baixos niveis desta vitamina nestes pacientes e das

85,128

propriedades imunomoduladoras deste hormonio Outras evidéncias tais como o fato da

VitD alcancar o SNC, proteger neurdnios contra a inflamag&o e o estresse oxidativo® e o

estimulo & remielinizac&o™*

também contribuiram para reforcar o seu potencial terapéutico.
Apesar de numerosos ensaios clinicos ja terem sido realizados, a possivel utilizacdo da VitD
na EM continua um assunto altamente controverso****?. A experiéncia do nosso grupo
visando controle da EAE com VitD indica que a mesma é bastante eficaz se for administrada
em periodo préximo ao da inducdo da doenca®™ '* 1. Neste contexto, questionamos se a
VitD manteria seu potencial terapéutico quando aplicada mais tardiamente no decurso da
doenca. O potencial terapéutico do Paricalcitol também foi avaliado pois esse analogo tem
algumas propriedades imunomoduladoras e, além disto, é pouco calcémico.

Inicialmente foi constatado que a VitD ainda era capaz de controlar o desenvolvimento
da doenca quando administrada no estagio pré-clinico, ou seja, sete dias ap6s a inducao da
doenca. Por outro lado, um efeito negligivel foi observado quando o tratamento foi ministrado
no inicio da fase clinica, ou seja, no décimo dia ap6s inducdo da doenca. De forma distinta, o
Pari ndo 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 andlise comparativa dos parametros imunoldgicos visando esclarecer 0s
mecanismos pelos quais a VitD, mas ndo o Pari, estava sendo eficaz. Esta analise foi feita de
acordo com a seguinte sequéncia: alteraces encontradas em drgdos linféides secundarios,
diferencas associadas com o estagio de pos-licenciamento no pulméo, indicadores de
inflamacdo no SNC e alteracGes associadas com a mucosa intestinal.

A despeito da terapia com VitD ter comegado no sétimo dia apds inducdo da EAE, a
mesma ainda foi capaz de modular a producéo periferica de citocinas. Células de baco e de
linfonodos inguinais de animais tratados com VitD produziram, respectivamente, niveis 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 linfdcitos T autorreativos. Considerando-se que o nimero de células nos
linfonodos regionais estava significativamente reduzido, é possivel que estas células tenham
migrado para o baco, explicando desta forma, os resultados de maior producdo de citocinas

por culturas deste 6rgdo. Em contraste com a VitD, os efeitos do Pari foram bem mais
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discretos e caracterizados por uma tendéncia de produzir niveis mais baixos de IFN-y e IL-2
nos linfonodos. A deteccdo de diferencas em producgéo de citocinas por culturas de bago e
linfonodos ja tem sido descrita na EAE***. Esses resultados indicam de forma evidente que a
VitD é um imunomodulador mais potente do que o Pari. N&o é possivel, entretanto, afirmar
que esses efeitos contribuiram para a eficacia da VitD.

Para esclarecer estas diferencgas entre VitD e Pari, comparamos a seguir seus efeitos
sobre a diferenciacdo in vitro de células DCs no que se refere a marcadores fenotipicos e
producdo de citocinas. Considerando-se os dois tipos de parametros, os resultados sugerem
que a presenca de VitD durante a polarizagdo das DCs determina uma polarizagdo
tolerogénica nas mesmas. Este fendmeno ndo foi observado na presenga de Pari. O potencial

tolerogénico da VitD sobre as DCs é amplamente apoiado pela literatura™*>*4°

; entretanto o
efeito do Pari neste processo € bastante limitado. Existem duas publicaces a respeito que
indicam, contrariamente aos nossos achados, que o Pari também determina polarizacdo
tolerogénica em DCs'®*?°. Uma possivel explicacdo para este achado se encontra na origem
das células precursoras utilizadas para gerar as DCs. Diferentemente de nds que empregamos
células oriundas de medula Gssea de camundongos, estes autores utilizaram monadcitos
humanos. Pode se pensar, portanto, que o efeito do Pari seja menos pronunciado em DCs de
camundongo que em células humanas.

Evidéncias recentes indicam que os linfocitos T precisam passar por um processo de
“licenciamento” antes que possam atingir o SNC'3%**°_ para investigar se o efeito diferencial
da VitD e do Pari envolvia esse estdgio da imunopatogénese da EAE, avaliamos varios
parametros em células eluidas de pulmé&o. Estas células foram obtidas apds a administracéo de
8 doses. Um dos achados mais interessantes foi a deteccdo de uma proporcéo
significativamente elevada de células Ly6G"*. A possibilidade de que estas células sejam
polimorfonucleares supressores de origem mieldide (PMN-MDSC) é muito interessante e &,
em parte, sustentada por dados da literatura. Por exemplo, Wegner et al., (2017)™*
demonstraram que PMN-MDSC desempenharam um papel fundamental na geracdo de
tolerancia antigeno especifica durante imunoterapia na EAE, sendo estas células sdo capazes
de suprimir a proliferagdo de linfocitos T CD4+. Também foi observado por Knier et al.,
(2018)**, que essas células supressoras controlavam o actmulo de linfocitos B no SNC.
Alternativamente, essas celulas poderiam ser PMN que permaneceram sequestrados no
pulmdo e que, portanto, ndo se deslocaram até o SNC. Esta possibilidade também é
interessante porque os PMN fornecem no SNC condigBes propicias para a maturacdo de APCs

e subsequente reestimulacdo local de linfocitos T especificos para mielina'®. Neste sentido
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planejamos avaliar a presenca de células supressoras monociticas mieléides (M-MDSC) e
PMN-MDSC nos pulmdes e também determinar se células Ly6G* estdo presentes nos orgaos
periféricos e no SNC dos varios grupos experimentais. A cinética destas células poderia ser
distinta em periodos mais precoces da doenca, entretanto a estratégia terapéutica adotada
nesta investigacdo (8 doses em dias alternados a partir do 7° dia), ndo permitiria uma
abordagem mais antecipada.

Alteracdes adicionais foram constatadas no pulmao sugerindo um cenario celular e
molecular bastante complexo neste 6rgdo. Por exemplo, células eluidas dos pulmdes desses
trés grupos experimentais (EAE, EAE/VitD e EAE/Pari) revelaram a mesma tendéncia para
quase todos os parametros avaliados. A expressdo de mRNA para RORC, FOXP3, CX3CR1,
S1PR1 e CCL17 e a producdo de IL-17 e IL-10 foram mais baixos nos animais tratados do
gue no grupo EAE. Além disso, esses valores foram mais baixos no grupo tratado com Pari do
que com VitD. Ressaltamos que essas avaliacbes foram feitas no dia 21, ou seja, em um
periodo considerado tardio. Segundo a literatura, este “homing” dos linfécitos TCD4" nos
pulmdes ocorre durante a fase pré-clinica, ou seja, por volta dos dias 7-8 apds a inducao da
EAE®. Essa informagdo condiz com nosso modelo uma vez que a doenca com a qual
trabalhamos se manifestou clinicamente em torno do dia 10 pés-inducdo. Em funcgdo disso
acreditamos que as células eluidas do pulmdo eram, na sua maioria, linfécitos T de memoria
em repouso como ja descrito na literatura®™. E possivel que esta interpretacdo esteja correta
pois detectamos baixa expressdo dos fatores de transcricdo e de moléculas envolvidas em
trafico celular e também baixa producdo de citocinas, achados esses compativeis com a
condigdo de células de memoria. As células de memoria residentes em tecidos (Trm) podem
ser divididas em TCD4" Try € TCD8" Trw € expressam baixos niveis de S1P1 e CCR7 (0s
quais garantem sua estadia nos tecidos periféricos). Além disso, essas células apresentam

menor expressio de CD69 e CD103™

em distintos tecidos tais como pulmao, intestino e
pancreas. Curiosamente, foi demonstrado que PBMCs oriundos de pacientes com EM,
tratados in vitro com VitD, sofrem deplecéo de células T efetoras autoimunes de memoria as
quais sdo caracterizadas pela ndo expressdo de CCR7. Estas células efetoras expressam
receptores que possibilitam migracdo para tecidos inflamados e sdo dotadas de fungdes
efetoras imediatas™**%®.

As analises realizadas no SNC reforgaram os achados anteriores, indicando que a VitD
realmente € dotada de maior capacidade imunomoduladora do que o Pari. Camundongos
tratados com VitD apresentaram menor infiltracdo celular, menor expressao de MHCII na

populacdo constituida por macrdfagos infiltrantes/microglia ativada e menor grau de
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desmielinizagdo. O tratamento com a vitamina desencadeou elevacdo da BBB no nivel da
medula espinal. Este resultado foi surpreendente uma vez que tinhamos observado
anteriormente que o tratamento precoce com VitD (24 horas apdés a inducdo da doenca)
impedia o aumento da BBB observado nos animais com EAE'?*. Outros achados no SNC
reforcaram a maior habilidade imunomoduladora da VitD tais como 0s menores niveis de
mMRNA para NLRP3 e Caspase-1. Esses resultados sdo compativeis com a contribui¢do
essencial da ativacdo do inflamassoma na imunopatogénese da EAE e com a habilidade da
VitD de controlar o processo de ativacdo desta plataforma. A relevancia deste sistema €
ilustrada, por exemplo, pelo desenvolvimento tardio e pela menor gravidade da doenca
constatada em animais Nlrp3™**®, Também constatamos recentemente que ocorre redugo na
expressao de mRNA para varios componentes deste sistema (NLRP3, caspase-1 e IL-1B) no
SNC de animais submetidos a inducdo da EAE e tratados com VitD logo ap6s a inducdo da

doenca'®

. A reducdo observada nos niveis de mMRNA para TNF-ao era esperada uma vez que a
presenca desta citocina nas lesdes ativas e sua contribuicdo para a imunopatogénese da EAE
ja estdo bem estabelecidas. Este € um dos mediadores que determina a apoptose dos

oligodendrécitos**’

. A expressao diminuida do receptor CX3CR1 desencadeada por ambos 0s
tratamentos também ¢é relevante porque um dos principais papéis deste receptor é permitir o
recrutamento de leucécitos para o SNC'*®. A relevancia da funcdo do CX3CR1 na EAE é
ilustrada pela significativa atenuacdo da doenca quando este receptor € inibido
farmacologicamente™®. O fato da expressdo desse receptor também ter sido reduzida nos
animais tratados com Pari, nos quais ndo ocorreu controle da doenca, sugere que esta reducéo
por si s6 ndo determina controle da doenga.

A ocorréncia de disfuncdo na barreira intestinal tem sido descrita tanto na EAE®
guanto na MS’?. No caso da EAE, o aumento de permeabilidade da barreira intestinal foi
detectado nos dias 7 e 14 apds a inducdo da doenca e foi considerado como um fator
favorecedor da progressdo da doenca®. Baseados na eficécia terapéutica da VitD e no seu ja
descrito efeito protetor sobre a permeabilidade intestinal™®, previamos a normalizacio da
permeabilidade intestinal nos animais tratados com esta vitamina. Diferentemente de nossa
pressuposicdo, a permeabilidade intestinal estava inclusive mais elevada nos animais do grupo
EAE/VitD do que no grupo controle EAE. A possivel explicacdo para esse resultado € que a
VitD preserva a permeabilidade normal da barreira intestinal so se for administrada quando
essa barreira ainda estiver intacta; nesse caso o tratamento foi iniciado no 7° dia apds a
inducdo da doenca, ou seja, quando a barreira ja estava alterada. Curiosamente, o tratamento

tardio (7° dia pos-inducdo), também determinou aumento da permeabilidade da BBB,
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reforcando nossa hipdtese de que esse hormdnio ndo normaliza as barreiras se as mesmas ja
estiverem alteradas, sendo, entretanto, capaz de preserva-las se estiverem normais. N&o foram
encontrados trabalhos na literatura para dar suporte a nossa hipotese. Acreditamos, entretanto,
que a elevada expressdo de VDR no intestino™* e a baixa afinidade do Pari por este receptor
192 hoderia explicar esses achados. A possivel contribuicdo de niveis elevados de célcio no
aumento da permeabilidade intestinal tem sido investigada®®®. Hausler e Weber (2019)*** em
revisao sobre o possivel efeito de condigdes hipercalcémicas confirmaram que altas doses de
VitD aumentaram os niveis de célcio e que isto agravou a EAE. Este agravamento foi
atribuido a ativacdo de linfécitos T associada com o influxo extracelular de calcio.

Apesar desta permeabilidade aumentada, culturas de explantes de jejuno indicaram
modulacdo na producdo local de citocinas. Resultados preliminares mostraram que explantes
do grupo EAE/Pari produziram altos niveis de IL-17 e baixos niveis de IL-10 enquanto que os
explantes do grupo EAE/VitD produziram niveis irrelevantes de IL-17 associados com niveis
significativos de 1L-10. Esse tipo de resultado encontra respaldo na literatura. Nouri et al.,
(2014)%° descreveram alteracdes na lamina propria intestinal, placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos caracterizadas por infiltracdo aumentada de células pré-inflamatérias Th1/Th17
e reducdo no nimero de Tregs durante o desenvolvimento da EAE. Os autores interpretaram
estes achados como fundamentais para a alteracdo observada na barreira intestinal. A detecgéo
de elevado nivel de 1L-10 nos animais tratados com VitD é coerente com o fato dessa citocina
desempenhar acentuado efeito imunorregulador. Por exemplo, em modelo de colite
espontanea, se constatou que a IL-10 inibiu a ativacdo do inflamassoma, tendo suprimido
tanto a inflamag&o intestinal quanto a produg&o local de IL-17"%,

Em resumo, essa investigacdo 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 periodo pré-clinico da
doenca. Os achados também indicam que mecanismos distintos estdo contribuindo para esse
efeito terapéutico, incluindo modulacgdo da resposta imune periférica, possivel mobilizacao de
PMN-MDSC, efeitos anti-inflamatdrios locais e alteracbes no perfil da resposta imune
intestinal. Os achados também indicaram que o Pari, um analogo menos calcémico do que a
VitD, néo foi capaz de controlar o desenvolvimento da doenca; pelo menos quando testado
em regime de administracdo comparavel ao da VitD.
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