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EPIGRAFE

O sonho

Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porque VOCé possui apenas uma vida
e nela so se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tem as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por suas vidas.

Clarice Lispector
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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria crénica de carater autoimune que
compromete as articulagcbes. A maioria das terapias aprovadas para o tratamento desta e outras
patologias autoimunes é baseada na inibicdo global da resposta imune, 0 que aumenta a
susceptibilidade aos agentes infeciosos.

O objetivo geral deste projeto foi definir se a associacdo de vitamina D (VitD3) com o
antigeno proteoglicano (PG) é tolerogénica e serve como medida terapéutica. Para isso, utilizamos o
modelo de artrite experimental obtido pela imunizagdo de camundongos BALB/c com PG.
Inicialmente, os animais foram imunizados com diferentes doses do antigeno especifico (PG) na
presenca de VitD3 para determinacdo da dose tolerogénica. O potencial terapéutico da estratégia
mais tolerogénica foi testado no periodo pré-clinico da doenca, isto &, no periodo ap6s o
aparecimento do nivel maximo de anticorpos anti-PG, mas antes das manifestacfes clinicas da
artrite (eritema e edema articular). A eficacia terapéutica foi avaliada através da incidéncia de artrite
e do escore clinico da doenca. O possivel mecanismo imunologico envolvido no efeito terapéutico
foi estudado por avaliagdo dos niveis de citocinas (IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-17) produzidas
por células esplénicas estimuladas in vitro com PG.

Analisados em conjunto, os resultados obtidos mostraram que os trés procedimentos (PG,
VitD3 e PG+VitD3) determinaram efeito terapéutico. Entretanto, a analise mais detalhada,
incluindo nimero de animais com escore clinico maior que oito (escore > 8), inicio dos sintomas
clinicos e escore méaximo atingido, sugere que o uso de PG50 (50ug de PG) associado a VitD3 ou 0
uso isolado de VitD3 foram os procedimentos terapéuticos mais eficazes. A producdo mais elevada

de IL-10 nestes dois grupos sugere contribuicdo desta citocina neste efeito terapéutico.
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INTRODUCAO

Artrite reumatdide: caracteristicas gerais e imunopatogénese

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria crénica que usualmente acomete
pequenas articulagdes das extremidades, sendo os dedos particularmente afetados. Articulagfes
maiores, incluindo ombros, cotovelos, joelhos e tornozelos podem também ser afetadas. E
considerada a doenca autoimune sistémica mais frequente, afetando entre 0,5 e 1% da populacao
adulta. O processo inflamatorio caracteriza-se por uma sinovite associada a destruicdo do 0sso e da
cartilagem. O quadro inflamatorio na artrite sugere a participacdo tanto de resposta imune humoral

quanto celular (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica de duas articulagfes: normal (esquerda) e com artrite (direita). Na
articulacdo saudavel a membrana sinovial encontra-se delgada e ndo ha inchaco. Na artrite reumatdide a
membrana sinovial encontra-se hiperplésica e infiltrada com células inflamatérias.

Apesar de ser considerada uma doenga autoimune, ndo existe ainda um consenso sobre os
autoantigenos envolvidos na mesma. Entre os possiveis candidatos a autoantigenos nesta patologia
sdo descritos: componentes da cartilagem, proteinas chaperonas, enzimas, proteinas nucleares e
proteinas citrulinadas (Imboden, 2009; Song & Kang, 2010). Entre os numerosos tipos celulares
encontrados na articulacéo inflamada, células TCD4+ com fenotipo Thl sdo descritas como as mais
relevantes nesta patologia. Macréfagos ativados também constituem uma fonte importante de
fatores inflamatdrios, incluindo citocinas pro-inflamatdrias. Numerosas citocinas, incluindo IL-1,
IL-8, TNF-a. e IFN-y tém sido detectadas no liquido sinovial. Acredita-se que estas citocinas, em

especial o TNF-a, ativem as células sinoviais residentes a produzir enzimas proteoliticas que



medeiam a destruicdo da cartilagem, ligamentos e tendfes das articulacGes. Nos ultimos anos, tem
sido evidenciada a presenca de IL-17 no sitio da inflamacéo e seu efeito sinergistico com o TNF-a,
agravando o processo inflamatdrio (Koenders & Van den Berg, 2010).

A participacdo de células B nesta patologia vem sendo mais enfatizada e investigada nos
ultimos anos. Entre seus possiveis papeéis se destacam a producao de autoanticorpos e de citocinas,
apresentacdo de autoantigenos para os linfocitos T e organogénese ectdpica linféide (Martinez-
Gamboa et al., 2006). A participacdo de células T reguladoras (Tregs), em funcdo do potencial
terapéutico e profilatico destas células, vem sendo amplamente estudada tanto em artrite humana
guanto experimental (Oh et al., 2010). Estas células Tregs incluem diferentes tipos celulares
caracterizados pela secrecdo de determinadas citocinas, tais como IL-10 (Trl), TGF-p (Th3) ou a
expressdo constitutiva de CD25 (células T reguladoras naturais). O balanco entre estas células Tregs
e as Th efetoras (principalmente Thl e Th17) parece ser o fator determinante na evolucdo da AR e
de outras doencas autoimunes. Em consequéncia, o elevado potencial regulatorio das células Tregs

as torna um alvo terapéutico muito investigado na AR (van Roon et al., 2006)

Modelos experimentais de artrite

Existem varios modelos experimentais sendo utilizados para o estudo desta doenca, podendo
ser induzidos por diferentes estimulos. Entre estes estimulos se destacam componentes especificos
da cartilagem (colageno e proteoglicano), adjuvante, Oleo, pristane e agentes ex0genos como
bactérias e virus (van den Berg, 2009).

O modelo experimental escolhido para desenvolver este projeto é baseado na imunizagdo de
camundongos BALB/c com proteoglicano (PG) que é um componente da cartilagem. Este modelo é
denominado “Proteoglycan induced arthritis (PGIA)” e foi descrito com detalhes por Glant &
Mickecz, 2004. Neste caso, a artrite autoimune sistémica € induzida pela inoculacdo intraperitoneal
de camundongos BALB/c ou determinadas colénias de C3H com PG isolado de humanos, porcos,
caes, ovelhas ou bovinos. Varios aspectos imunologicos ja estdo sendo caracterizados neste modelo
como, por exemplo, 0 mapeamento dos epitopos artritogénicos reconhecidos por células T (Buzas et
al., 2005). A contribuicdo de diferentes citocinas na imunopatogénese desta doenca, tais como IL-
12, IL-8, IFN-y e IL-17, também vem sendo esclarecida com o auxilio deste modelo de artrite
(Doodes et al., 2010; Finnegan et al., 2010).

Estratégias imunoterapéuticas na artrite

A maioria das terapias aprovadas para tratamento das patologias autoimunes é baseada na
inibicdo global da resposta imune o que, evidelntemente, tem efeitos colaterais, em especial 0
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aumento da susceptibilidade aos agentes infecciosos. Por isto, a tendéncia nesta area de pesquisa € 0
estabelecimento de estratégias imunomoduladoras como, por exemplo, a inducdo de tolerancia
antigeno-especifica e a inducéo/ativacdo de células Tregs.

A vacinagdo com antigenos proprios para promover tolerancia especifica para autoantigenos
(vacinagdo negativa) seria, teoricamente, a forma mais segura de evitar as patologias autoimunes.
Estudos empregando roedores como modelos experimentais mostram que a autotolerancia pode ser
induzida por diferentes estratégias tais como: administracdo do autoantigeno por via tolerogénica
(mucosa oral, por exemplo), bloqueio concomitante de moléculas co-estimulatorias ou
direcionamento do autoantigeno para células apresentadoras de antigenos (APCs) em repouso.
Dentro deste contexto, destacam-se os estudos que visam definir as condi¢des ideais para a indugéo
de células dendriticas (DCs) tolerogénicas. Apesar de caracterizadas tradicionalmente como fortes
indutoras de resposta imune, incluindo respostas autorreativas em patologias autoimunes, achados
mais recentes implicam estas APCs ndo s6 na indugdo como também na manutencdo da tolerancia
aos autoantigenos nos modelos experimentais. Esta dicotomia funcional das DCs é determinada por
varios fatores, sendo que um dos mais relevantes parece ser seu estagio de diferenciacdo/maturacédo
e ativacdo e também sua origem hematopoiética. Por exemplo, DCs imaturas podem prevenir ou
mesmo reverter artrite e diabetes em modelos murinos (Thomson & Robbins, 2008). O
desenvolvimento de DCs tolerogénicas/supressoras depende, em grande parte, dos fatores presentes
no microambiente onde a DC esta se diferenciando. Neste sentido, destacam-se a presenca de
citocinas supressoras tais como IL-10 e TGF-f e outros fatores como fator de crescimento de
hepatocitos, G-CSF, prostaglandina E2 e histamina (Taub, 2004; Kalinski et al., 1998). Mais
recentemente, foi constatado que varios agentes farmacoldgicos, incluindo corticosteroides,
ciclosporina A (CsA), rapamicina, micofenolato mofetil, prostaglandina E2 e vitD3, conferem
propriedades tolerogénicas as DCs (Hackstein & Thomson, 2004; Adorini et al., 2004). A
promoc¢do/manutencdo de tolerdncia por DCs tem sido atribuida a diferentes mecanismos
imunolégicos: inducdo de anergia ou apoptose de células T virgens ou de memoria (Slss &
Shortman,1996), ativacdo seletiva de células Th2 (Khoury et al., 1996) e inducdo de células Tregs
(Menges et al., 2002). Segundo a literatura, as DCs tolerogénicas estdo muito proximas de serem

adotadas no tratamento de AR em humanos (Thomson & Robbins, 2008).

Efeito da vitamina D no sistema imunoldgico

Este projeto é baseado no potencial tolerizante da vitamina D3 quando associada a
determinado antigeno. O horménio 1,25(0OH2)D3, também denominado calcitriol, é a forma ativa
da vitamina D3 e seus efeitos biologicos sdo mediados pelo receptor para vitamina D (VDR) que é
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um membro da superfamilia de receptores nucleares para hormoénios. O VRD é encontrado em
muitos tipos celulares incluindo células do sistema imunolégico tais como mondcitos, macréfagos,
células dendriticas e linfécitos B e T ativados. Este receptor funciona como um fator de transcricédo
que se liga a determinadas sequéncias do DNA (Calberg & Polly, 1998).

Sdo descritos a seguir os principais efeitos deste horménio na imunidade inata e especifica.
Na imunidade inata, o calcitriol diminuiu a producdo da citocina pro-inflamatoria TNF-o quando
adicionado em monadcitos humanos. Este efeito € mediado por interagdo com receptores do tipo Toll
(TLR2 e TLR4) (Duet al., 2009). Estudos in vitro também indicam que esta vitamina inibe a
proliferacdo de células T, a producédo de IL-2 e de IFN-y (Dimeloe et al., 2010). J4 o efeito deste
horménio sobre células Th2 é menos claro; sendo que alguns relatos indicam aumento da producéo
de IL-4, IL-5 e IL-10 (Boonstra et al.,2001), enquanto outros mostram reducdo no namero de
células produtoras de IL-4 ou até mesmo auséncia de efeito (Dimeloe et al., 2010). A dependéncia
das concentrag@es utilizadas in vitro tem sido apontada como causa destes resultados contraditorios.
Este efeito inibidor de Th1l e esta variabilidade na expressdo de Th2 tambeém tém sido constatados
em modelos murinos de doencas autoimunes (Mattner et al., 2000; Overbergh et al., 2000).

A complexidade do efeito da vitD3 sobre as células T vem sendo, aos poucos, esclarecida.
Sabe-se, por exemplo, que a inibi¢do da proliferacdo pode ocorrer tanto sobre as células T virgens
quanto sobre células T ja diferenciadas e comprometidas (Piemonti et al., 2000; van Halteren et al.,
2002). Parte da atividade imunorreguladora do calcitriol tem sido atribuida aos seus efeitos sobre
DCs e consequente inducao de células Tregs. DCs humanas diferenciadas na presenca de calcitriol
sdo imaturas e se caracterizam por expressao reduzida de CDla e MHC Il (moléculas
apresentadoras de antigenos) e de CD40, CD80 e CD86 (moléculas co-estimulatorias) (Adorini &
Penna, 2009). Estas células também produzem menor quantidade de IL-12 (citocina proé-
inflamatdria envolvida na diferenciacdo de Thl) e maior concentracdo de IL-10 (citocina anti-
inflamatoria). Estes efeitos determinam uma condicdo tolerogénica na qual estas DCs se tornam
incapazes de estimular a proliferacdo de células T. Este fenémeno tem sido, pelo menos em parte,
atribuido a geracdo de celulas T com atividade supressora, pois a co-cultura de DCs pré-tratadas
com calcitriol e células T CD4+ CD25+ leva a inducdo de células Tregs CD4+ Foxp3+ (Penna et
al., 2005). Foi recentemente descrito que esta inducdo de Tregs é altamente dependente da
expressdo de PD-L1 na superficie das DCs (Wendy et al., 2009). Outra subpopulacdo de Th afetada
pela vit D3 é a Th17. A administracdo de calcitriol teve um efeito inibidor sobre a resposta Th17
tanto na colite quanto na uveite (Daniel et al., 2008; Tang et al., 2009).

No contexto deste projeto, varias publica¢fes ilustram o papel benéfico da vitD3 em
modelos experimentais de doencas autoimunes. Foi demonstrado, por exemplo, que o tratamento de

camundongos NOD adultos com um analogo do calcitriol inibiu a producdo de IL-12 e IFN-y,
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impediu a infiltracdo de células Thl no péancreas e bloqueou a progressao da insulite. Os autores
ainda demonstraram que este blogueio na evolucédo da insulite foi acompanhado de uma frequéncia
aumentada de células Tregs CD4+ e CD25+ no pancreas e nos linfonodos capazes de retardar
significativamente a transferéncia adotiva da doenca (Gregori et al., 2002). Na encefalite autoimune
experimental foi demonstrado que o efeito inibidor do calcitriol no desenvolvimento dessa doenca
foi dependente de uma via de sinalizacdo envolvendo a IL-10 (Spach et al., 2006). Achados bem
recentes em pacientes com esclerose mdultipla indicam correlacdo entre os niveis séricos de VitD3 e
a frequéncia e fungdo de células Tregs. No estudo de Smolders et al., 2009, constatou-se que 0s
niveis séricos de vitD3 se correlacionaram positivamente com a capacidade de células Tregs de
suprimir a proliferacdo de linfocitos T. Os resultados descritos por Royal et al., 2009 foram
similares. Neste caso, 0s autores mostraram uma correlacdo inversa entre os niveis séricos de VitD3
e o percentual de células Tregs. No modelo de uveite autoimune experimental foi constatado que o
calcitriol suprime a autoimunidade através da inibicdo da resposta de células Thl7, interferindo na

capacidade de ativacdo, diferenciacéo e producéo de citocinas por estas células (Tang et al., 2009).
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RACIONAL CIENTIFICO DA PROPOSTA

Nossa hip6tese de trabalho é que este efeito imunomodulador da VitD3 associado com a
presenca de antigeno especifico (PG), disponibilizado ao sistema imunologico através da
imunizagéo via intraperitoneal, tenha um efeito terapéutico mais eficaz do que a VitD3 sozinha. E
justamente neste aspecto que se encontra o diferencial desta proposta: a utilizacdo de VitD3 in vivo,
e ndo in vitro como descrito na maioria dos trabalhos, para desencadear uma tolerancia especifica.
Neste contexto, o objetivo geral do presente projeto € avaliar se a imunizagcdo com proteoglicano
(PG) na presenca de VitD é capaz de induzir tolerancia antigeno especifica e se ela tem efeito
terapéutico na artrite experimental induzida por este antigeno. Espera-se que o0 processo de
imunizacdo com o antigeno na presenca deste farmaco polarize a resposta imune no sentido da
tolerancia. Este resultado é esperado em fungdo dos dados ja publicados na literatura que indicam
que esta droga é capaz de modular a resposta imune em VAarios niveis, 0s quais, em conjunto,
determinam uma diminuic&o da polarizagdo Th1/Th17.

Nossa previsdo é que ocorra inducdo de tolerdncia especifica também in vivo e que esta
estratégia seja capaz de impedir a evolu¢do de um quadro pré-clinico para um estado de artrite
clinica. Esta hipdtese € baseada no fato de que a VitD3 é capaz de atuar tanto em células T virgens

como em células T efetoras, como € o caso desta proposta terapéutica.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico da associac¢ao de VitD3 ao proteoglicano (PG) em modelo de

artrite induzida por este antigeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a eficacia tolerogénica da imunizacdo com diferentes doses de PG associado a
VitD3;
2. Caracterizar o periodo pre-clinico da artrite experimental induzida por proteoglicano;

3. Avaliar o efeito terapéutico da VitD3 no periodo pré-clinico da artrite experimental.

13



MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas retired breeders, provenientes do CEMIB -
UNICAMP. Os animais receberam racdo comercial autoclavada e &gua filtrada ad libitum. Foram
acondicionados em caixas de polipropileno com maravalha de pinho autoclavada e mantidos no
Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP de

Botucatu, sob condi¢des ambientais adequadas.

Inducdo de artrite experimental

Para a inducdo da artrite, os camundongos foram imunizados com trés doses de PG bovino
(Sigma) associado com brometo de dimetil dioctadecil aménio (DDA) (Sigma) por via
intraperitoneal, com intervalo de 21 dias entre cada dose, conforme descrito por Glant & Mikecz,
2004. A avaliacdo do escore clinico foi realizada diariamente apds a terceira imunizagédo, atentando
para qualquer sinal da artrite, principalmente vermelhiddo e inchaco. Seguimos a escala de 0 a 4
para indicar o grau da artrite em cada pata e a escala de 0 a 16 por animal para expressar a

gravidade da doenca, como descrito por Hanyecz et al., 2004.

Tratamento com vitamina D
Os animais foram inoculados intraperitonealmente com 0,1ug de VitD3 (Sigma) em dias

alternados durante 15 dias e o PG foi co-administrado nos dias 3 e 11.

Reacao de hipersensibilidade tardia (DTH)

Inicialmente analisamos o efeito tolerogénico de trés diferentes doses de PG associado com
VitD3 através da DTH. Uma semana ap0s o tratamento com VitD3, os animais foram imunizados
com PG associado ao DDA (PG+DDA), para avaliar a eficacia desta estratégia tolerogénica. A
avaliacdo da DTH foi realizada sete dias ap0s a imunizacdo com PG+DDA, através da inoculagdo
de 10ug de PG no coxim plantar. A espessura das patas foi avaliada antes e 24h ap6s a inoculagéo
do PG.

Avaliacdo da resposta imune

Para a avaliacdo da resposta imune celular, células esplénicas dos animais dos grupos
estudados foram re-estimuladas in vitro para a inducdo de diferentes citocinas. Para isso, 0s bacos
dos animais foram coletados, desagregados e as células ressuspendidas em meio RPMI (Sigma)
contendo gentamicina e soro bovino fetal. Para a indugdo da producdo de citocinas, as células totais

foram estimuladas com ConA (5ug/mL) ou PG (50ug/mL) e incubadas na estufa a 37°C / 5% CO,
14



durante 48 horas. Os sobrenadantes das culturas foram coletados e estocados a -20°C para posterior
dosagem de TNF-a, IFN-y, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-17. Estas citocinas foram quantificadas através
de ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo as instru¢des do fabricante (R&D Systems e BD
Biosciences). A avaliacdo da resposta imune humoral foi feita por deteccdo de anticorpos
especificos anti-PG em diferentes momentos durante o desenvolvimento da artrite. Para isso,
amostras de sangue dos animais foram coletadas 2 dias antes de cada imunizagdo com PG+DDA e 5
dias apds a dltima imunizacdo através da veia facial. Ao final do experimento, o sangue foi coletado
por puncdo cardiaca imediatamente apos eutanasia. O soro foi obtido através da centrifugacdo do
sangue a 6000 rpm, por 15 minutos, a 25°C e os anticorpos especificos I1gG1 e IgG2a anti-PG

séricos foram detectados através de ELISA.

Anélise estatistica

A variacdo da espessura da pata, a producdo de citocinas e a média do escore clinico foram
comparadas por meio de ANOVA ou teste Kruskal-Wallis, dependendo da anlise descritiva dos
dados. Neste caso, para as variaveis paramétricas, foi utilizada ANOVA seguida de teste
comparativo de Tukey e os resultados obtidos foram apresentados em média e desvio padrdo. Para
as variaveis ndo paramétricas, foi feito o teste Kruskal-Wallis seguido de teste comparativo de
Dunn’s e os resultados foram apresentados em mediana. Para comparar a producdo de anticorpos
em diferentes momentos, foi utilizado RM ANOVA. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico SigmaPlot para Windows versdao 11.0 (Jandel Corporation, CA, EUA) e o nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1
Obijetivo: Avaliar a eficacia tolerogénica de diferentes doses de PG associado a VitD3.

Grupo 1 Grupo 2

Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

Controle (-) Controle (+) VitD3 VitD3+PG VitD3+PG VitD3+PG
(10 pg) (20 ng) (50 ng)
l 1 semana
PG + DDA
l 1 semana
DTH

Administracédo de PG

(via intradérmica na pata)

l24 hs

l

l

Avaliacéo

(medida das patas)

Produgdo de citocinas in vitro

(células esplénicas)
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RESULTADOS
Avaliacdo da DTH

Conforme esperado, ndo observamos aumento significativo na espessura das patas dos
animais do grupo Controle (-) (ndo imunizado e desafiado com PG na pata), mas constatamos um
aumento significativo na espessura das patas dos animais do grupo Controle (+) (animais
previamente imunizados com PG+DDA). O tratamento prévio somente com VitD3 determinou
gueda na DTH, mas essa diminuicdo ndo foi estatisticamente diferente do grupo Controle (+). A
imunizacdo prévia com diferentes doses de PG associado a VitD3 determinou diminui¢do da DTH,
mas somente 0 grupo imunizado com a dose mais elevada de PG (PG50) apresentou diferenca

significativa em relagdo ao grupo Controle (+). Estes dados podem ser observados na figura 2.

DTH
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S
?
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o
n
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200
0 - —
T T T T T T
Controle(-)  Controle(+) VitD3 VitD3+PG10 VitD3+PG20 VitD3+PG50

Figura 2: Avaliacdo da indugdo de tolerancia especifica através da reagdo de hipersensibilidade tardia
(DTH) em animais que receberam vitamina D ativa (VitD3). Média da espessura da pata de camundongos
BALB/c que receberam VitD3 associada a 10, 20 ou 50 ug de proteoglicano (PG) bovino. Controle (-):
grupo de animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG. Controle (+): grupo de animais

imunizados com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 10 animais por grupo). *p < 0,05.
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Producéo de citocinas

Os niveis de citocinas nos diferentes grupos foram estatisticamente comparados em trés
condicdes distintas: sem estimulo, estimulo com ConA e estimulo com PG.

Né&o detectamos producdo de TNF-a nas culturas estimuladas com PG, mas os niveis desta
citocina estavam igualmente elevados nas culturas de todos os grupos experimentais estimulados
com ConA (figura 3). Quanto aos niveis de IFN-y, houve produgdo em culturas ndo estimuladas, ou
seja, adicionadas apenas de meio de cultura, e também nas culturas estimuladas com PG. Nestas
duas condicbes, os niveis desta citocina estavam mais elevados nas culturas provenientes dos
animais imunizados em comparac¢do com o grupo Controle (-). No entanto, somente os niveis do
grupo VitD3+PG50 estavam significativamente mais elevados do que o grupo Controle (-).
Também constatamos que nessas condigdes os niveis de IFN-y estavam mais elevados, embora sem
diferenca estatistica, nos grupos Controle (+) e VitD3+PG50 (figura 4A e 4C). Os niveis de IFN-
v em resposta ao estimulo com ConA foram similares nos diferentes grupos experimentais (figura
4B).

Foi detectada a producdo de IL-6 em culturas sem estimulo, estimuladas com PG e
estimuladas com ConA. O perfil de producdo dessa citocina foi muito similar no grupo sem
estimulo e no grupo estimulado com PG. No caso do estimulo com PG, os grupos Controle (+) e
VitD3+PG50 produziram niveis mais elevados de IL-6 do que o grupo Controle (-). Foi observada
uma elevada producéo de IL-6 em todos os grupos experimentais estimulados com ConA. Neste
caso, 0s niveis de IL-6 nos grupos VitD3+PG10 e VitD3+PG20 estavam significativamente mais
baixos do que no grupo VitD3+PG50 (figura 5).

Né&o houve produgéo de IL-17 nas culturas estimuladas com PG, mas nas culturas ativadas
com ConA ocorreu producdo dessa citocina em todos os grupos, sendo que 0s niveis estavam
significativamente mais elevados no grupo VitD3 do que nos grupos VitD3+PG10 e VitD3+PG20
(figura 6).

Detectou-se a producdo esponténea de IL-5 nas culturas ndo estimuladas, sendo que nestas
condi¢cBes o0s niveis observados nas culturas dos animais do grupo VitD3+PG50 estavam
significativamente maiores do que no grupo Controle (-). O re-estimulo das culturas com PG
aumentou a producdo de IL-5 nos trés grupos inicialmente tratados com VitD3+PG, entretanto,
somente 0 aumento observado no grupo VitD3+PG50 foi estatisticamente significativo. Nas
culturas estimuladas com ConA todos os grupos experimentais produziram niveis elevados desta
citocina. No entanto, os niveis de IL-5 no grupo VitD3+PG50 foram os mais elevados, sendo

significativamente maiores do que os grupos Controle (-), Controle (+) e VitD3 (figura 7).
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Foi detectada uma producdo esponténea significativa de IL-10 somente nas culturas
provenientes do grupo VitD3+PG50. Além disso, apds estimulo com PG, os niveis desta citocina
aumentaram significativamente neste grupo em comparacdo com os grupos Controle (+), Controle
(-) e VitD3. Nas culturas estimuladas com ConA, detectamos producdo dessa citocina em todos 0s
grupos experimentais; todavia, os niveis no grupo VitD3+PG50 estavam significativamente maiores

em comparacdo com o grupo VitD3 (figura 8).

ConA

300 1

250 A

200 A

150 1

100 1

TNF-alfa (pg/mL)

50 A1

Controle(-)  Controle(+) VitD3 VitD3+PG10 VitD3+PG20 VitD3+PG50

Figura 3: Produgdo de TNF-a por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders tolerizados

com PG+VitD3. Culturas estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de animais ndo imunizados com

PG+DDA e desafiados com PG. Controle (+): grupo de animais imunizados com PG+DDA e desafiados com

PG (n =4 a7 animais por grupo).
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Figura 4: Producdo de IFN-y por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders tolerizados
com PG+VitD3. A. Células esplénicas ndo estimuladas. B. Células estimuladas com PG. C. Células
estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG.
Controle (+): grupo de animais imunizados com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 7 animais por

grupo). *p <0,05.
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Figura 5: Producdo de IL-6 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders tolerizados
com PG+VitD3. A. Células esplénicas ndo estimuladas. B. Células estimuladas com PG. C. Células
estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG.
Controle (+): grupo de animais imunizados com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 7 animais por

grupo). *p < 0,05.
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Figura 6: Producdo de IL-17 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders que
receberam vitamina D associada ao proteoglicano. Culturas estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de
animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG. Controle (+): grupo de animais imunizados

com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 7 animais por grupo). *p < 0,05.
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Figura 7: Producéo de IL-5 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders tolerizados
com PG+VitD3. A. Células esplénicas ndo estimuladas. B. Células estimuladas com PG. C. Células
estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG.
Controle (+): grupo de animais imunizados com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 7 animais por

grupo). *p < 0,05.
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Figura 8: Produgdo de IL-10 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders tolerizados
com PG+VitD3. A. Células esplénicas ndo estimuladas. B. Células estimuladas com PG. C. Células
estimuladas com ConA. Controle (-): grupo de animais ndo imunizados com PG+DDA e desafiados com PG.

Controle (+): grupo de animais imunizados com PG+DDA e desafiados com PG (n = 4 a 7 animais por

grupo). *p < 0,05.

24



PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2

Obijetivo: Caracterizar o periodo pré-clinico da artrite induzida por proteoglicano.

Grupo 1
A /

l,#)(.

Controle

PBS

Grupo 2
A /

W.

Artrite

PG + DDA

(via intraperitoneal)

Sangria
12: Dia -1

22:Dia 20
32: Dia 41

42 : Dja 48

Imunizacoes
1¢:Dial
22: Dia 22

3%:Dia 43

Avaliacéo final
50-70 dias apés 12 dose de PG+DDA

Escore clinico

(3 vezes por semana, a partir
da 3% dose de PG+DDA)

Producéo de anticorpos 1gG1 e
IgG2a anti-PG
(a cada sangria e ao final do

experimento)
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RESULTADOS
Incidéncia e escore clinico

No experimento de caracterizacdo da fase pré-clinica da artrite, a administracdo de
PG+DDA nos camundongos BALB/c retired breeders, determinou 100% de incidéncia da doenca
(figura 9A). Todos os animais apresentaram sinais artriticos, embora em graus variados de
comprometimento das articulagdes. O escore maximo atingido no grupo artritico foi 14. Conforme
esperado, 0s animais nao imunizados com PG+DDA (controle) ndo desenvolveram artrite. Estes

dados podem ser observados na figura 9B.
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Figura 9: Incidéncia e escore da artrite induzida por proteoglicano bovino em camundongos BALB/c fémeas
retired breeders. A. Percentual de animais artriticos. B. Média do escore total dos animais dos grupos
controle e artritico. O escore total foi obtido pela soma do escore de cada pata por animal. A avaliacdo do
escore foi feita diariamente a partir da terceira imunizacédo (dia 43) até 70 dias ap6s a 12 imunizacdo (n =5 no

grupo Controle e n =9 no grupo Artrite).
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Niveis de anticorpos especificos

A artrite induzida por proteoglicano bovino determinou a producdo de anticorpos IgG1l e

IgG2a anti-PG bovino, sendo a producdo de 1gG1 muito mais elevada do que a de IgG2a. Os niveis

destes anticorpos aumentaram de forma significativa e progressiva apos a primeira imunizagéo (dia

1) com PG+DDA. Podemos observar que o pico de producdo dos anticorpos especificos foi no dia

41. Apos esse dia, a producdo se manteve, conforme observado na figura 10. Como esperado, 0s

animais controle que ndo foram imunizados com PG+DDA néo produziram anticorpos especificos

contra PG bovino (dados ndo mostrados).

3,5
R /— 4 —
2,5 //
/ -

D.O. (1/1000)
Lo~
\

/
o]

Dial Dia 22 Dia43 Dia 50 Dia 72

——1gG1

—l—1gG2a

Figura 10: Producdo dos anticorpos IgG1 e 1gG2a anti-PG em animais artriticos. O sangue foi obtido através

de sangria parcial dois dias antes de cada imunizacdo, cinco dias apds a Ultima imunizacdo e ao final do

experimento. 1% imunizacdo: dia 1, 2% imunizacdo: dia 22, 3% imunizacdo: dia 43 e eutanasia: dia 70. *p <

0,05 em relacdo ao primeiro dia avaliado do grupo controle. N =5 no grupo Controle e N = 9 no grupo

Artrite.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL 3

Objetivo: Avaliar o efeito terapéutico do tratamento com VitD3.

Grupo 1

£ 7

Controle

o

Grupo 2 Grupo 3

o B 7 &

\ o’
Artrite Artrite
PG
(50 ng)

Grupo 5 Grupo 6

Artrite Artrite

VitD3+PG VitD3+PG
(50 ng) (100 ng)

Inducéo da artrite
PG + DDA via i.p.

Tratamento VitD3 via i.p.

% de animais
artriticos

Escore clinico

(diariamente, a partir da
32 dose de PG+DDA)

RI celular sistémica especifica

Citocinas em sobrenadantes de cultura

de baco e linfonodos (ELISA)
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RESULTADOS
Incidéncia e escore clinico

Os animais do grupo Controle (-), como previsto, ndo desenvolveram artrite, permanecendo
o0 escore clinico total igual a zero. No entanto, todos os outros grupos estudados desenvolveram a
doenca em maior ou menor gravidade, como mostrado na figura 11. O grupo artritico foi o que
apresentou o escore médio mais elevado. O aparecimento da artrite neste grupo teve inicio 45 dias
apos a primeira imunizacdo (dia 1). Apds esse dia, 0 escore aumentou progressivamente até sua
estabilizacdo no dia 56. O escore clinico médio deste grupo permaneceu 0 mais elevado entre 0s
diferentes grupos até 0 momento da eutanasia, que foi realizada no dia 70. O grupo tratado apenas
com VitD3 apresentou a menor média de escore clinico deste protocolo experimental. Os sintomas
clinicos da artrite comecaram a aparecer a partir do dia 50 e aumentaram continuamente até o
escore médio proximo de 4 ao final do experimento. Comparativamente, nos grupos PG50,
VitD+PG50 e VitD+PG100 foram observados escores intermediérios. Os dois primeiros grupos
apresentaram escore crescente ao longo do experimento e atingiram escores médios proximos de 5 e
4, respectivamente. O grupo PG também demorou a desenvolver a artrite (dia 47), ao passo que 0s
animais VitD+PG100 tiveram o primeiro representante doente no dia 46. Ja o grupo VitD+PG50
apresentou picos de aumento e regressao de escore ao longo do protocolo, atingindo uma média
proxima a 4. O aparecimento de sintomas clinicos neste grupo ocorreu no dia 50. Entre estes trés
grupos, o tratamento com VitD+PG50 apresentou um perfil distinto de evolucdo da doenca.
Enquanto os grupos PG e VitD+PG100 tiveram um aumento progressivo de escore, 0 grupo
VitD+PG50 demonstrou periodos de regressdo da doenca, caracterizados por quedas ocasionais do
escore clinico ao longo do periodo. Os escores maximos atingidos pelos grupos PG, VitD+PG50 e
VitD+PG100 foram 16, 11 e 14, respectivamente. Estes dados podem ser observados na figura 12 e

na tabela 1.

escole escore 1 escore 2 escore 3 escole 4

Figura 11: Fotos das patas traseiras de camundongos BALB/c retired breeders em diferentes escores
clinicos.
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Figura 12: Efeito do tratamento com PG+VitD3 no escore clinico.. Escore total obtido pela soma do escore

de cada pata por animal. A avaliacdo do escore foi feita diariamente a partir da terceira imunizacdo até 70

dias apds a primeira imunizacdo (n=5 no grupo Controle e n=7 a 8 nos demais grupos)
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Tabela 1: Caracteristicas do desenvolvimento da artrite induzida por proteoglicano em camundongos
BALB/c tratados com PG associado a VitD3.

Inicio dos

Incidénciade  N°de animais ) L. Escore maximo
) sintomas clinicos L
artrite com escore > 8 ) atingido
(dias)

Controle 0/5 (0%) 0/5 (0%) - -
Artrite 7/8 (88%) 4/8 (50%) 45 16
PG 6/7 (86%) 217 (29%) 47 16
VitD3 6/7 (86%) 1/7 (14%) 50 13
VitD3+PG50 5/7 (71%) 1/7 (14%) 50 11
VitD3+PG100 5/7 (71%) 217 (29%) 46 14
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Producéo de citocinas

Até o momento foram analisadas apenas as citocinas presentes no sobrenadante das culturas
celulares esplénicas estimuladas com o antigeno especifico. Conforme esperado, animais do grupo
Controle (-) ndo produziram nenhuma citocina apos o estimulo especifico (ndo mostrado).

A andlise da producéo de citocinas em resposta ao PG revelou niveis similares de IFN-y nos
animais que receberam PG associado a VitD3 em relagéo aos animais dos grupos Artrite e PG. No
entanto, os animais que receberam somente VitD3 produziram niveis elevados desta citocina. A
analise estatistica indica que estes niveis de IFN-y estavam significativamente mais elevados do que
0s presentes nos animais que receberam a associacdo PG/VitD3 (figura 13). Em relacéo a producéo
de IL-6 e IL-5 todos os grupos experimentais produziram niveis similares destas citocinas (figuras
14 e 15). Interessantemente, animais dos grupos VitD3+PG50 e VitD3+PG100 apresentaram niveis
de IL-10 significativamente mais elevados do que o grupo Artrite (figura 16) . Os niveis de TNF-a.

e IL-17 estavam abaixo dos niveis detectaveis nas culturas estimuladas com PG (dados ndo

mostrados).
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Figura 13: Producdo de IFN-y por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders que
receberam vitamina D associada ao proteoglicano (PG) em resposta ao antigeno especifico. Artrite: grupo de
animais apenas imunizados com PG+DDA,; PG: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam
apenas PG. VitD: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam apenas VitD; VitD+PG 50 ou
100: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam 50 ou 100 pg de PG associado a VitD. (n =

7 a 8 animais por grupo). *p < 0,05.
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Figura 14: Producdo de IL-6 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders que
receberam vitamina D associada ao proteoglicano (PG) em resposta ao antigeno especifico. Artrite: grupo de
animais apenas imunizados com PG+DDA,; PG: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam
apenas PG. VitD: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam apenas VitD; VitD+PG 50 ou

100: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam 50 ou 100 pg de PG associado a VitD. (n =

7 a 8 animais por grupo).
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Figura 15: Producdo de IL-5 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders que
receberam vitamina D associada ao proteoglicano (PG) em resposta ao antigeno especifico. Artrite: grupo de
animais apenas imunizados com PG+DDA,; PG: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam
apenas PG. VitD: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam apenas VitD; VitD+PG 50 ou

100: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam 50 ou 100 ug de PG associado a VitD. (n =

7 a 8 animais por grupo).
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Figura 16: Producdo de IL-10 por células esplénicas de camundongos BALB/c retired breeders que
receberam vitamina D associada ao proteoglicano (PG); resposta ao antigeno especifico. Artrite: grupo de
animais apenas imunizados com PG+DDA,; PG: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam
apenas PG. VitD: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam apenas VitD; VitD+PG 50 ou

100: grupo de animais imunizados com PG+DDA que receberam 50 ou 100 ug de PG associado a VitD. (n =

7 a 8 animais por grupo). *p < 0,05.
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DISCUSSAO

O objetivo geral deste projeto é estabelecer se a associacdo de alguns farmacos com o
antigeno PG é capaz de induzir tolerancia especifica e se esta associacdo tem potencial terapéutico
e/ou profilatico na artrite.

No primeiro relatorio, apresentamos os resultados referentes aos diferentes farmacos
propostos inicialmente: aspirina, dexametasona, rapamicina e vitamina D ativa. Conforme ja
avaliado, a aspirina e a dexametasona ndo apresentaram resultados satisfatorios, sendo excluidas das
analises posteriores neste projeto de pesquisa. Tanto a rapamicina quanto a VitD apresentaram
resultados promissores, no entanto, a VitD foi o fA&rmaco escolhido para dar continuidade a este
projeto devido aos crescentes estudos que envolvem sua capacidade imunomoduladora em
diferentes patologias, incluindo doencas autoimunes (Kamem & Tangpricha, 2010).

Dessa forma, neste segundo relatdério, avaliamos inicialmente se a associagdo de VitD3 a
diferentes doses de PG era capaz de induzir tolerancia especifica. Para fazer esta avaliacdo,
imunizamos os animais com trés diferentes doses de PG (10, 20 e 50 ug) na presenca de VitD3. O
esquema de administracdo e a dose de VitD3 foram baseados em dados da literatura (Lemire &
Archer, 1991). A presenca de um estado tolerogénico especifico foi testada por imunizagéo
posterior com PG em condi¢des sabidamente imunogénicas. Neste caso, essas condi¢fes
imunogénicas consistiram em imunizar os animais com PG associado ao adjuvante DDA. A
comparacao do estado imunoldgico dos diferentes grupos foi feita pelo teste de hipersensibilidade
tardia (DTH), através da inoculacdo de PG no coxim plantar. O procedimento adotado funcionou,
pois, como esperado, ndo observamos aumento na espessura das patas no grupo Controle (-),
enquanto que no grupo Controle (+) constatamos aumento expressivo desta medida.

A comparacéo dos diferentes grupos experimentais sugere a indugéo de tolerancia parcial no
grupo VitD3+PG50. Neste grupo, mas ndo no controle tratado somente com VitD3 ou nos grupos
imunizados com doses menores de PG (10 e 20 ug), ocorreu uma queda significativa no valor da
DTH. Estes resultados também sugerem que a tolerizacao foi dependente da dose de PG, tendo se
manifestado apenas na presenca da dose mais elevada deste antigeno. A possibilidade de que doses
mais elevadas de PG sejam mais tolerogénicas do que as testadas neste protocolo foi testada no
terceiro protocolo deste relatorio no qual incluimos também um grupo controle inoculado somente
com PG, ou seja, na auséncia de VitD3. Devido a dificuldade de se adquirir camundongos BALB/c
retired breeders, em todos os protocolos experimentais propostos ha uma limitacdo no nimero de
grupos e de animais por grupo. Segundo dados da literatura, € possivel que este grau de tolerancia
possa ser aumentado pois o efeito da VitD3 é dependente da dose e da via de administracdo. Lemire
& Archer, 1991, constataram que doses mais elevadas de VitD3 eram mais eficazes no tratamento

da encefalite autoimune experimental. A via oral de administracdo de VitD3 tem sido descrita como
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altamente eficiente na ativacdo de células Tregs, o que poderia aumentar a eficacia do nosso
protocolo de tolerizacdo (Takeda et al., 2010; Bock et al., 2011).

Apesar da tolerizacdo no grupo VitD3/PG ter sido parcial, encontramos resultados muito
interessantes nos niveis de citocinais, 0s quais poderiam explicar, pelo menos parcialmente, o
mecanismo imunolégico envolvido neste efeito tolerogénico. O perfil de producédo de IL-10 e IL-5
no grupo VitD3+PG50, grupo no qual constatamos tolerizacao, foi distinto dos demais. Neste caso
observamos niveis significativamente elevados destas citocinas nas trés condicdes de cultivo
celular, ou seja, sem estimulo, estimulada com PG e estimulada com ConA.

A IL-5 é descrita como uma citocina tipica de padrdo Th2 (Xu et al., 2012; Park et al.,
2012). Portanto, é possivel que a presenca de VitD3 juntamente com uma dose adequada de PG
tenha polarizado a resposta imune induzida para o sentido Th2. Ha relatos que indicam que a
administracdo de VitD3 pode causar aumento da producdo de IL-4, IL-5 e IL-10, ou seja, de
citocinas de padrdo Th2 (Boonstra et al., 2001).

A IL-10 vem sendo descrita como uma citocina de padrdo Th2 e até mesmo sendo dosada e
comparada em outros trabalhos juntamente com outras citocinas deste mesmo padrdo, como a IL-5
e IL-4 (Cheng et al., 2012). Ela é dotada de grande potencial anti-inflamatério (Katsikis et al.,
1994; Isomaki et al., 1996) e sua contribuicdo para a inducdo de tolerancia a antigenos préprios e
estranhos também tem sido descrita (den Hartog et al., 2011).

Algumas caracteristicas relacionadas com a producdo destas duas citocinas merecem
destaque. Constatamos, por exemplo, a producdo espontanea delas, ou seja, niveis bastante elevados
de IL-5 e IL-10 foram encontrados nas culturas ndo estimuladas. 1sso indica a existéncia de células
efetoras produtoras destas citocinas in vivo. Além disso, a producdo destas duas citocinas foi
antigeno-especifica, pois o re-estimulo in vitro com PG aumentou sua producao.

Se por um lado estes resultados sdo promissores e apontam para a inducdo de tolerancia,
outros resultados referentes a producdo de citocinas sdo mais dificeis de explicar. Por exemplo, 0s
niveis de IL-17 estavam significativamente mais baixos nos grupos VitD3+PG10 e VitD3+PG20,
mas nao no grupo VitD3+PG50, em comparacdo com o grupo VitD3. Nossa expectativa inicial era
que o nivel de IL-17 estivesse mais baixo no grupo tolerizado porque esta citocina € mais conhecida
por seu efeito pré-inflamatorio em doengas autoimunes, como revisado por Pollinger, 2012. Por
outro lado, dados recentes da literatura também sugerem que as células Th17 podem apresentar uma
funcdo tanto pro-inflamatdéria como protetora contra a inflamacdo, o que depende muito do
microambiente no qual estas células se encontram (Marwaha AK et al., 2012).

Em um segundo momento, induzimos artrite para acompanhar o seu desenvolvimento
clinico e assim estabelecer o periodo pré-clinico, ou seja, aquele no qual ja existem alteracdes

imunologicas bem estabelecidas, mas a doenca ainda ndo se manifestou clinicamente. Para isso,
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foram feitas sangrias no decurso da indugéo e desenvolvimento da doenga. Os primeiros animais
doentes foram observados no dia 51 a partir do inicio de inducdo da doenca. Ao final do
experimento (dia 70) a incidéncia foi de 100%. Estes resultados sdo similares aos descritos por
Glant e Mikecz, 2004, que observaram uma incidéncia de 80 a 100 % de artrite induzida por
proteoglicano.

Os anticorpos especificos ja foram detectados no 20° dia de imunizacdo e aumentaram no
41° dia. A partir de entdo, estes niveis se estabilizaram. Considerando estes dados, definimos o
periodo entre 41 dias (estabilizagdo dos niveis de anticorpos) e 51 dias (inicio do aparecimento dos
sintomas clinicos) como o periodo pré-clinico da artrite autoimune induzida por PG. A partir desses
dados escolhemos o periodo para iniciarmos o tratamento dos animais com PG associado a VitD3
no protocolo subsequente.

No terceiro e Ultimo protocolo deste relatorio, o PG associado a VitD3 foi administrado 32
dias apds a primeira imunizacdo com PG+DDA para que o tratamento terminasse antes do
aparecimento dos sintomas. Dessa forma, a maior parte do tratamento foi realizada durante periodo
pré-clinico. Consideramos que a escolha do periodo em que foi feito o tratamento com VitD3 foi
importante para avaliar o efeito do tratamento precoce da artrite. Atualmente, a maioria dos
tratamentos disponiveis apenas controlam os sintomas clinicos ja estabelecidos (Colmegna et al.,
2012). Com o avango das pesquisas no sentido de elucidar os mecanismos envolvidos na
imunopatogénese dessa doenca, novos marcadores pré-clinicos, como por exemplo, 0s anticorpos
anti-proteinas citrulinadas foram descobertos (Uysal et al., 2010; Song & Kang, 2010). Este
conhecimento associado a um bom diagndstico poderia ser a chave para o tratamento precoce da
artrite, evitando os sintomas clinicos como dor, inchaco e deformidade. No momento estamos
tentando adequar um Kit utilizado para quantificacdo de anticorpos anti-proteinas citrulinadas de uso
humano para nosso modelo experimental. Se tivermos sucesso podemos utilizar este marcador
como um indicador para melhor caracterizar a fase pré-clinica.

Estudos mostram que a VitD3 exerce uma atividade imunomoduladora em doencas
autoimunes como a artrite e a esclerose multipla, evitando a progressdo da doenca em modelos
experimentais (Lemire & Archer, 1991; Cantorna et al., 1998). Em nosso estudo, apesar de ndo
observarmos a diminuicdo da incidéncia da artrite com a administracdo de VitD3, foi possivel
observar que esta substancia foi capaz de promover um retardo no aparecimento dos sintomas
clinicos e uma diminuicao no valor do escore maximo atingido no grupo. Além disso, 0s grupos ndo
tratados com VitD3 apresentaram um maior nimero de animais no estado moderado a grave da
doenga (escore maior do que 8) em relagédo aos tratados, com ou sem a associa¢ao com PG.

Estes resultados, quando combinados com a analise da producgdo de citocinas em resposta ao

estimulo especifico, sugerem que a associacdo do PG com a VitD3 aumenta a capacidade
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imunomoduladora deste farmaco. 1sso porque observamos um aumento significativo da producéao
de IL-10 antigeno-especifica nos animais que receberam PG associado a VitD3. Conforme
discutimos anteriormente, esta citocina possui propriedades anti-inflamatorias e contribui para a
inducdo de tolerancia. Similarmente ao observado na primeira etapa deste relatorio, uma maior dose
de PG (PG100) parece ser mais tolerogénica, uma vez que determinou uma maior producdo de IL-
10 em resposta ao PG. No entanto, apenas o grupo que recebeu a menor dose (VitD3+PG50)
apresentou um padrdo de doenca diferente, ndo homogéneo. Devido a escassez de trabalhos
relacionados a inducdo de artrite experimental com proteoglicano de origem bovina, ndo se sabe ao
certo quais as caracteristicas compartilnadas e as que se distinguem do modelo original com
proteoglicano humano. E possivel que além da quantidade, a origem do heteroantigeno influencie
também na progressdo da doenca (Glant et al., 2003).

De maneira geral, 0 PG administrado na presenca de VitD3 foi capaz de promover um
estado tolerogénico que implicou em mudancas significativas no desenvolvimento da artrite
induzida por proteoglicano. Os protocolos delineados para as proximas etapas do trabalho
permitirdo confirmar esta estratégia terapéutica, determinar sua eficacia como medida profilatica e

também avaliar com mais detalhes o possivel mecanismo imunolégico envolvido na toleréncia.
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