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RESUMEN: La influencia del sistema neuroendécrino sobre el curso clinico e inmunolégico de la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) fue estudiada en ralas machos envejecidas de 15 meses de edad donde naturalmente ocurren cambios
hormaonales y en animales machos jévenes de 7 semanas de edad gonadectomizados quirGrgicamente. Se abserv que Ia
incidencia de la EAE en estos animales fue menor que la de los respectivos grupos controles, con una apreciable demora en la
iniciacion de los sintomas clinicos. Asimismo en estos animales caslrados y envejecidos la respuesta de células T conlra la
proteina basica de mielina (PBM) no se limité al periodo agudo como en los jovenes sino que s¢ mantuvo ain durante el periodo
de recuperacion, con una respuesta humoral anli-PBM de diferenle tipo y especificidad. Estos resultados permiten evidenciar que
modificaciones del sistema endbcrno, por alleracion exdgena o mediante un proceso natural, pueden generar una respuesta
celular y humoral diferente conlra antigenos especificos de mielina que alterarian los mecanismos autoinmunes efectores y/o
regulatorios en la EAE,
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SUMMARY: Influence ol the neuroendocrine system In the development of experimental autolmmune encephalomyelitis
(EAE). Maccid, Daniela R.; Ditamo, Yanina; Degano, Alicia L; Roth, German A. The influence of the neuroendocrine system on
the clinical and immunological development of experimental auloimmune encephalomyelitis (EAE) was studied in aged male rats
(15 month old) where hormonal changes occurred naturally and young male rats (7 weeks-old) surgically castrated. We observed
that the incidence of EAE in these animals was lower than the respective controls with a delay in the onset of the clinical
symploms. In these aged and castrated animals the T cell response to myelin basic protein (MBP) was no restrained to the acute
period as observed in young rats but it was also presenl during the recuperation period, with concomitant anti-MBP antibodies of
different type and specificity. These resulls evidence thal modfications of the endocrine system, by exogenous alteralions or by
a nalural process, can generate a different cellular and humoral immune response against specific myelin antigens that could lead
to alterations of the effector or regulatory mechanisms in EAE.
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tal (EAE) es una enfermedad autoinmune desmie-
linizante del sistema nervioso central (SNC) amplia-
mente utilizada como modelo de enfermedades
desmielinizantes humanas como la esclerosis mal-
tiple (EM). La EAE puede serinducida de una manera
activa en animales genéticamente susceptibles me-
diante una Unica inyeccién intradérmica de antigenos
de mielina emulsificados en un adyuvante adecuado
o en forma pasiva por transferencia de linfocitos T
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sensibilizados provenientes de ratas singénicas con
EAE (1). Lainduccién de las manifestaciones clini-
cas de la EAE es un fenémeno muy complejo, y si
bien no se ha dilucidado completamente el mecanis-
mo por el cual se produce, es conocido que involucra
una reaccion inmune celular contra determinantes
antigénicos del SNC, principalmente contra la protei-
nabésica de mielina (PBM) (2). Previamente en nues-
tro grupo de trabajo hemos caracterizado la EAE en
ratas Wistar inducida con mielina total en adyuvante
de Freund completo (AFC). La fase aguda de la enfer-
medad en estos animales comienza a los 12-14 dias
post-inoculacion (dpi) y se caracteriza clinicamente
por pérdida de peso corporal, incontinencia y parali-
sis de las patas traseras, de los cuales se recuperan
espontaneamente en 2-4 dias (3). El analisis
bioquimico e histopatolégico del SNC durante dife-
rentes estadios de la EAE demostré alteraciones en
el contenido de glicoesfingolipidos, colesterol
esterificado, PBM y de la enzima especifica de
mielina 2',3"-nucledtido ciclico 3'-fosfohidrolasa
(CNPasa) dependiendo del tiempo post-inoculacion
pero no siempre asociadas a la presencia de los
sintomas neuroldgicos (3-6).

Por otro lado, durante los Glitimos aios se ha
observado una intima y compleja comunicacion
bidireccional entre los sistemas nervioso, enddcrino
e inmunoldgico, en la cual los tres sistemas se afec-
tan mutuamente, de tal forma que una accidn sobre
uno de ellos provoca reacciones en los otros dos (7).
Al respecto, evidencias tanto clinicas como experi-
mentales indican que los esteroides gonadales re-
gulan la funcién inmune. Esta hipétesis estd basada
principalmente en el dimorfismo sexual observado
en la respuesta inmune y la alteracion de esta res-
puesta inmune por gonadectomia, administracion
exbgena de hormonas esteroides sexuales y durante
el embarazo (8,9). Las bases moleculares para esta
interaccion bidireccional son provistas por un gran
numero de moléculas regulatorias como hormonas,
citocinas y neuropéptidos que son expresadas en los
sistemas inmune y neuroendécrino (9,10). Asimis-
mo, se han descripto diferencias entre el sistema
inmune de individuos jovenes y el de los envejeci-
dos, encontrandose cambios en la mayoria de sus
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componentes lo que contribuiria a2 una mayor
morbilidad y mortalidad. Sin embargo, el proceso de
involucion que ocurre durante el envejecimiento no
es irreversible, habiéndose propuesto distintas for-
mas de recuperacién de la funcion inmunoldgica
normal mediante cambios del entorno neuroen-
dacrino (11,12).

Teniendo en cuenta que una regulacion diferen-
cial del sistema neuroenddcrino puede llevar a un
cambio en el tipo de respuesta inmune que se gene-
rard, cambios en algunos parametros hormonales
podrian afectar el control de la reactividad inmuno-
I6gica durante Ia EAE. Al respecto se ha observado
que hembras de ratones SJL son més susceptibles
que los machos (13) y que el tratamiento de estas
hembras de ratones SJL con andrégenos reduce la
incidencia y severidad de la EAE (14). Asimismo la
castracion de los ratones machos SJL altera el curso
clinico de la EAE de monofésica a un tipo recurrente
(13). Sin embargo otros estudios en ratas machos
Lewis demuestran que la presencia o ausencia de
testiculos aparentemente no induce diferencias en el
curso cronico de la enfermedad (15), pero en
hamsters siberianos las hormonas esteroides sexua-
les aumentan la inmunidad tanto en machos como
en hembras (16). Por otro parte también han sido
observadas diferencias en el desarrollo de la EAE
asociadas a la edad que demuestran la existencia de
una ventana de susceptibilidad en esta enfermedad
experimental que se asemeja a la expresion de la EM
(17,18). Al respecto, factores hormonales, diferen-
cias en la induccion de tolerancia a células T anti-
PBM y cambios en el desarrollo del SNC podrian
tener relevancia para explicar estas observaciones
(13,18).

Considerando lainfluencia del entorno endécrino
sobre el desarrollo de |a EAE, en el presente estudio
analizamos la progresion de la enfermedad, la inmu-
nidad mediada por células y la especificidad de los
anticuerpos anti-PBM en ratas Wistar que presentan
alteraciones enddcrinas inducidas por gonadec-
tomizacién quirdrgica bilateral de ratas machos jo-
venes comparativamente con ratas machos enveje-
cidas donde naturalmente ocurren cambios hormo-
nales.
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Materiales y Métodos

Protocelo experimental

Se usaron machos de una cepa de ratas Wistar
criada en nuestro laboratorio por 35 arios. Los ani-
males fueron mantenidos en condiciones estandares
de luz y temperatura y tratados de acuerdo a las
regulaciones del N.I.H. (USA). EI Comité para el Uso
y Cuidado de Animales de la Facuitad de Ciencias
Quimicas aprobé todos los procedimientos experi-
mentales utilizados (Exp. No. 15-99-40426). La en-
fermedad fue inducida en forma activa en animales
envejecidos (15 meses de edad) y en animales jove-
nes (7 semanas de edad) intactos, con
gonadectomizacion bilateral y con castracion simu-
lada. Para realizar la castracion, ratas machos de 25
dias de edad fueron anestesiadas intraperitonealmen-
te con tiopental sodico (50 mg/kg). En condiciones
asépticas se realizé una pequena incision de aproxi-
madamente 2 cm en el septum escrotal y los cordo-
nes espermaticos fueron disecados, atados y corta-
dos. Los testiculos fueron cuidadosamente removi-
dos y laincision fue suturada. En animales controles
con operaciones simuladas, la incision escrotal fue
inmediatamente suturada sin manipulacion del sis-
tema gonadal. Cuando los animales se recuperaron
de la anestesia fueron vueltos a sus cajas y veinte
dias después de la castracion se les indujo la EAE.

El efecto de la manipulacion hormonal se anali-
26 midiendo los niveles de testosterona sérica por
radioinmunoensayo (RIA) usando un kit comercial
(Diagnostic Products Corp., USA). Como se esperaba,
después de la castracion se observé una disminucion
significativa de la produccién de testosterona, ya que
el nivel de esta hormona en los animales castrados
fue menor a 0,2 ng/ml, o cual representa un 10 % de
los niveles séricos de los animales intactos 6 con
operacion simulada, siendo similar a los valores pre-
sentes en hembras. Por otra lado, considerando que
cambios en los niveles de testosterona inducen alte-
raciones en las diferentes estructuras gonadales (19),
se analizo el peso de las vesiculas seminales como
indicacion de la manipulacién gonadal. Los resulta-
dos obtenidos muestran una notable reduccion del peso
de las vesiculas seminales en el grupo castrado (<
10 % de los valores normales). Por lo tanto, la dismi-
nucion de testosterona sérica y la reduccion en el
peso de las vesiculas seminales son evidencias con-

cretas que la castracion quirtirgica fue una forma efi-
ciente de alterar el sistema endécrino de estas ratas
machos. Las ratas machos envejecidas de 15 meses
de edad usadas en este trabajo presentaron niveles de
testosterona sérica de aproximadamente 40% los va-
lores detectados en ratas jovenes (1,06+0,24 ng/ml
vs. 2,41+0,56 ng/ml).

Induccion de la EAE

Para inducir la respuesta inmune contra com-
ponentes de mielina, ratas machos jévenes de 45
dias de edad (J) o envejecidas de 15 meses de edad
(V) y ratas jovenes castradas (C} o con castracion
simulada (S) fueron anestesiadas con éter etilico e
inyectadas intradérmicamente en las almohadillas
de grasa de ambas patas traseras con 0,5 mlde una
emulsion constituida por 0,05 ml de soluci6n de bu-
ffer fosfato salino (PBS) y 0,45 ml de AFC (Sigma-
Aldrich, USA) conteniendo 8 mg de mielina bovina
(arupos EAE). Los animales controles recibieron 0,5
mi de la misma emulsidn sin preparacion antigénica
(grupos AFC). Todos los animales fueron pesados y
examinados diariamente a fin de determinar la apari-
cion de los sintomas clinicos de la enfermedad y el
grado de severidad de los mismos. Los sintomas
clinicos fueron graduados de 1-4 usando la siguiente
escala: 0, animales aparentemente normales, sin
expresion clinica de la enfermedad:; 1, flacidez de la
cola y dificultad para recuperar la posicion normal;
2, ataxia moderada en extremidades posteriores; 3,
pardlisis completa de las extremidades posteriores
acompaiiada de incontinencia urinaria, 4, cuadriplegia
severa, estado moribundo o muerte. Los animales
fueron sacrificados a los 14 dias post-inoculacion
(dpi) cuando los animales jovenes del grupo EAE
muestran los maximos sintomas clinicos de la en-
fermedad (periodo agudo) y cuando se encuentran
totalmente recuperados (35 dpi). Primeramente, las
ratas se sangraron por puncion cardiaca, el suero
fue separado e inmediatamente guardado a -20°C
para luego realizar las determinaciones inmunolg-
gicas. Los nodulos linfaticos inguinales y popliteos
se removieron asépticamente para la determinacion
de la respuesta inmune celular in vitro.

Respuesta inmune celular
Para realizar los ensayos de proliferacion, los
nodulos linfaticos disecados se disgregaron pasan-
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dolos por una malla metdlica de 60-mesh y se lava-
ron con PBS Dulbecco. Se obtuvieron las células
mononucleares (CMN) que fueron cultivadas por tri-
plicado en placas de 96 reservorios planos. Para ello
3 x 108 células/ml fueron resuspendidas en medio
RPMI 1640 suplementado con buffer Hepes 12 mM,
gentamicina 50pg/ml, 2-mercaptoetanol 0,05 mM,
glutamina 2 mM y 1 % de suero autdlogo. La
estimulacion jn vitro fue realizada en reservorios
separados con 25-150 pg/ml de PBM bovina
(estimulacion antigénica especifica), 1 pg/ml de
Concanavalina A como control de estimulacién posi-
tiva o con medio solo como control negativo. Las
placas fueron incubadas a 37°C en una atmésfera
humidificada de 5 % CO,. Después de 72 h de cuftivo,
cada reservorio fue pulsado con 20 wl de medio con-
teniendo 1 pCi de [Metil-*H] Timidina (NEN Life
Science Products, USA). Después de 18 hlas célu-
las fueron cosechadas usando filtros de fibra de vi-
drio y la incorporacién de radioactividad contada
usando una técnica estandar de centelleo liquido. La
respuesta proliferativa fue expresada como indice
de estimulacién (IE) calculado para cada animal como
el promedio de las cuentas por minuto (cpm) del
cultivo estimulado dividido el promedio de cpm del
cultivo no estimulado, considerando un IE > 2,0 como
positivo basado en nuestra experiencia previa (6).

Respuesta inmune humoral

Los anticuerpos anti-PBM fueron analizados por
ELISA. Para ello placas de plastico de 96 reservorios
planos fueron incubadas toda la nache a 4°C con 100
ul por reservario de una solucién de PBM 10 pg/ml
en buffer carbonato 0,05 M, pH 9,6. Luego las placas
fueron lavadas con PBS y bloqueadas con PBS con-
teniendo 2 % de leche descremada en polvo (Nestlé,
Argentina) por 2 h a 37°C. Después de 3 lavados con
PBS-0,05 % Tween 20 (PBS-TW), se agregaron 50 ul
de las muestras de suero diluidas y se incubaron 1 h
a 37°C. Cada muestra fue analizada a 6 diferentes
diluciones (1/10 a 1/204.800) dependiendo del anti-
cuerpo analizado. Después de 4 lavados con PBS-
TW, las placas fueron incubadas por 1 ha 37°C con
un anticuerpo anti-inmunoglobulinas de rata conju-
gado a peroxidasa de rabanito picante (Sigma-Aldrich,
USA). La reaccidn de color se desarrollé con o-
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fenilendiamina 15 mM y perdxido de hidrégenc 0,015
% en buffer fosfato-citrato pH 5,0. La reaccidn fue
detenida después de 15 min. por adicion de 100 ul de
H,50, 0,5 N y el color analizado con un lector de
microplacas Titertek Multiscan a 490 nm. Para de-
tectar los subtipos de IgG (IgG1, IgG2a e 1gG2b) las
placas fueron incubadas con los correspondientes
anticuerpos monoclonales apropiadamente diluidos.
Las placas fueron luego incubadas con un anticuer-
po anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa, excepto
para el andlisis de IgG1 donde se usé un anticuerpo
anti-IgM de ratén conjugado a peroxidasa, desarro-
llindose la reaccién como se indicd previamente.
Los sueros fueron positivos para el anticuerpo cuan-
do tuvieron una absorbancia mayor a 2 errores
estandares (ES) sobre los valores del control negati-
vo. Eltitulo fue determinado como la Gltima dilucién
que dio un valor de absorbancia sobre el promedio
del suero control mas 2 ES a la misma dilucion.

La especificidad de los anticuerpos contra
péptidos de PBM (p1-43, p44-95, p96-128, y p129-
168) fue determinada por un ensayo semicuantitativo
usando un aparate de microfiltracion Blo-Dot (Bio-
Rad Laboratories, USA). Los péptidos preparados por
clivaje de PBM de conejo con pepsina porcina y
trombina humana, y purificados como se indicé pre-
viamente (20) fueron provistos por la Dra. C.G.
Monferran (Cérdoba, Argentina). Brevemente, se fil-
traron por gravedad 50 wl por reservorio de cada
solucién de péptido de PBM en agua destilada a tra-
vés de una membrana de nitracelulosa pre-hidratada
(0,2 um de tamaiio de poro). Las membranas fueron
luego removidas del aparato y bloqueadaspor2ha
37°C con 3% de leche descremada en polvo en PBS
y lavadas 2 veces con PBS. Las tiras de nitrocelulo-
sa con los diferentes péptidos fueron incubadas por
separado toda la noche con el suero de cada animal
diluido 1:10. Después de lavar con PBS, las mem-
branas fueron incubadas con anticuerpo anti-lgG de
ratdn conjugado a peroxidasa. Después se desarro-
16 el color usando 0,05 % de 4-cloro-1-naftol y 0,01
% de perdxido de hidrogeno, las tiras se secaron y se
analizaron en un densitometro de barrido Duoscan
T1200 (Agfa, Canada), y los valores de densidad 6p-
tica se determinaron usando el pragrama Scion Image
{Scion Corp., USA).
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Resultados

Desarrollo clinico de la EAE

Previamente habiamos descripto que ratas
Wistar desarrollan la forma monofésica de la EAE,
con un estadio agudo sintomético del cual se recu-
peran espontdneamente en 2-3 dias (3,4). El efecto
de los camblos hormonales en ratas machos Wistar
sobre el desarrollo de la EAE fue estudiado
inmunizando ratas jovenes castradas (C/EAE) y en-
vejecidas (V/EAE) con mielina bovina en AFC, com-
parativamente con ratas jovenes intactas (J/EAE) y
con castracion simulada (S/EAE). Coma se observa
enlaTabla1,78,3 % de los animales J/EAE y 75,0 %
de los animales S/EAE desarrollaron los signos cli-
nicos caracteristicos de la enfermedad. Durante la
fase aguda (12-14 dpi) estos animales mostraron los
mas severos sintomas de pardlisis, incontinencia y
una disminucion del 10-15% de su peso corporal (Fig.
1y 2). Luego los animales comenzaron a recuperar-
se gradualmente, volviendo a caminar a los 16-17
dpi. Alos 35 dpi los animales de los grupos J/EAE y
S/EAE mostraron un estado aparentemente normal,
clinicamente indistinguible de los controles J/AFC.
La Incidencia de la enfermedad en los animales C/
EAE (50%) fue relativamente menor que la de sus
respectivos controles con castracion simulada (S/
EAE), mientras que las ratas envejecidas (V/EAE)
presentan una incidencia de solo 14,5 %. Aunque la
severidad maxima de los sintomas clinicos alcanza-
do por los animales que se enfermaron fue similar
en todos los grupos analizados, tanto animales cas-
trados como envejecidos mostraron una apreciable
demora en la iniciacion de los sintomas clinicos (Fig.
1, Tabla 1). Asimismo se observé una fase aguda
mas prolongada en los animales C/EAE los cuales
no se recuperaron de |a paralisis hasta los 26-27 dpi.
Adicionalmente, tanto los animales C/EAE como los
V/EAE mostraron un gradual y constante deterioro
visualizado por la disminucidn del peso corporal con
respecto a sus respectivos controles todavia signifi-
cativa ain a los 35 dpi (Fig. 2). Asimismo, los anima-
les envejecidos mostraron atn a 35 dpi una disminu-
cion en SNC de los niveles de la enzima CNPasa y de
sulfatidos que no se observa en las ratas jovenes
(datos no mostrados), indicadores de un desarrollo
subclinico de la enfermedad (6).

Inmunidad mediada por células

Se estudio la respuesta proliferativa de CMN
provenientes de animales sacrificados a los 14 dpi,
cuando los animales del grupo J/EAE y S/EAE mos-
traban los maximos sintomas clinicos, y a los 35 dpi
representando la total recuperacion clinica de estos
animales. Las CMN provenientes de los diferentes
grupos analizados mostraron un indice de prolifera-
cién similar en respuesta PBM a 14 dpi. Sin embargo
a 35 dpi, las CMN de animales C/EAE y V/EAE mos-
traron un IE positivo en respuesta a PBM, mientras
que esta proliferacion no se observé en animales
pertenecientes a los grupos J/EAE y S/EAE (Fig. 3).
Las CMN de todos los grupos, tanto a 14 como 2 35
dpi mostraron un IE positivo después de la estimu-
lacién con el mitégeno Concanavalina A (datos no
mostrados).

Inmunidad humoral

Diferentes estudios han demostrado un rol de
células B y anticuerpos en |a induccion e inmunore-
gulacién de la EAE (21). Por ello, a fin de entender
mejor la influencia de las hormonas gonadales so-
bre la respuesta inmune asociada a Ia EAE, también
caracterizamos la respuesta humoral contra PBM en
los diferentes grupos de animales. Primeramente
medimos la respuesta humoral total contra PBM (Ta-
bla 2). Todos los sueros de los animales inyectados
con AFC fueron negativos para anticuerpos anti-PBM
(datos no mostrados), mientras que todos los ani-
males con EAE a 14 dpi mostraron la presencia de
anticuerpos anti-PBM. A 35 dpi estos titulos se vie-
ron incrementados en todos los grupos.

Se examind posteriormente la posibilidad que
un isotipo de anticuerpos IgG anti-PBM influencie el
curso clinico de la EAE. Los animales S/EAE y J/EAE
maostraron principalmente anticuerpos del subtipo
19G2b a 14 dpi, los cuales disminufan a 35 dpi con un
concomitante aumento del subtipo IgG1, mientras
que en los grupos C/EAE y V/EAE la proporcion rela-
tiva de estos subtipos no variaba. La evaluacion de
Ia relacion de anticuerpos anti-PBM lgG2b/lgG1 a 35
dpi mostr6 un valor mayor en animales C/EAE (36,0)
y V/EAE (102,5) comparada con la relacién observa-
daen controles S/EAE (4,8) y J/EAE (7,9).

Finalmente a fin de definir la especificidad de
los anticuerpos anti-PBM asociados con la EAE, los
sueros de los animales fueron analizados para de-
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tectar la presencia de anticuerpos contra diversos
péptidos de PBM (p1-43, p44-95, p96-128, p129-168).
La Fig. 4 muestra que los anticuerpos anti-PBM en
ratas S/EAE y J/EAE a 14 dpi estan dirigidos princi-
palmente contra el péptido p96-128, mientras que en
este punto los animales C/EAE y V/EAE no mostraron
esta predominancia. El andlisis de estos anticuerpos
a 35 dpi indica que habria una acumulacién de
epitopes reconocidos por las células B durante el
curso de la enfermedad, ya que la reactividad de
anticuerpos anti-PBM en todos los grupos se amplio
atodos los péptidos analizados.

Discusidn

Aungue no es completamente claro como los
esteroides gonadales influencian al sistema neuroin-
mune, se ha sugerido un rol de los andrégenos en
mantener Ia modulacion inmune (22), Estudios pre-
vios indican una relacion entre el balance de hormo-
nas sexuales en ratas y la respuesta inmune, donde
latestosterona tendria un efecto inmunosupresor (23),
mientras que estrégenos promoverian las enferme-
dades autoinmunes (24). Nuestros resultados mues-
tran que modificaciones del sistema enddcrino por
castracion quirdrgica de animales machos Wistar o
que ocurren naturalmente durante el envejecimiento
inducen disminucion de laincidencia de la EAE como
asi también cambios en la iniciacion y duracion del
periodo agudo de los animales que se enfermaron.
Por ello, a fin de analizar si este diferente curso clini-
co de la enfermedad estd asociado a una determina-
da respuesta inmune, se caracterizé tanto la res-
puesta inmunolégica celular como humoral contra la
PBM. Al respecto, los resultados obtenidos sugieren
que los cambios en los niveles de las hormonas
sexuales no alteran la diferenciacion y expansion de
las células especificas anti-PBM. Sin embargo, tan-
to los animales C/EAE y V/EAE pero no los S/EAE y J/
EAE presentaron reaccion de linfocitos T contra PBM
aln a 35 dpi, indicando que las diferencias en el
sistema endocrino inducirian una inmunidad media-
da por células de mas largo alcance. La alteracion
de los mecanismos de regulacion inmunol6gica que
origina esta respuesta inmune prolongada
correlaciona con la presencia de alnunos sintomas

FABICIB / Volumen 7

clinicos y bioquimicos observados aun a 35 dpi en
Ias ratas castradas o envejecidas.

Otra correlacién importante también se puede
hacer entre los anticuerpos anti-PBM y el desarrollo
de la enfermedad. Para ello se estudid la distribucion
de subclases de IgG y especificidad de los
anticuerpos anti-PBM en los diferentes grupos de
animales con EAE. En este sentido, la secrecién de
Igs del tipo IgG2b ha sido asociada en ratas con una
respuesta inmunoldgica celular del tipo Th1, carac-
terizada por la secrecion de citocinas proinflamma-
torias (25, 26). En cambio el isotipo IgG1 ha sido
asociado con una respuesta Th2 (25,27). Varios au-
tores han demostrado que las citocinas Th1 estdn
aumentadas durante el desarrollo de la EAE, mien-
tras que un cambio hacia una respuesta Th2 ha sido
asociado con la remision espontdnea de la enferme-
dad (28,29). La distribucion de las subclases de IgG
aqui presentada muestra una relacion IgG2b/IgG1 a
14 dpi alta en ratas de los grupos S/EAE y J/EAE,
indicacion de una mayor respuesta Th1, y que luego
decae a valores casi nulos cuando estos animales a
35 dpi se encuentran totalmente recuperados. En
cambio los animales V/EAE y C/EAE presentan una
relacion 1gG2b/IgG1 similar a 14 dpi y 35 dpi, indi-
cando una respuesta inmune constante asociada con
una actividad Th1 en estos animales que no estin
an totalmente recuperados a 35 dpi.

Por otro lado, en este estudio también observa-
mos que durante el estadio agudo los animales C/
EAE y V/EAE muestran anticuerpos con reactividad
contra los epitopes p1-43, p44-95y p96-128 de PBM,
en contraste de las ratas S/EAE y J/EAE que presen-
tan solo anticuerpos contra un epitope dominante
(p96-128). El andlisis de la especificidad de los
anticuerpos anti-PBM indica que habria una acumu-
lacion de epitopes reconocidos por las células B du-
rante el curso de la enfermedad, ya que la reactividad
de anticuerpos anti-PBM en todos los grupos a 35 dpi
se amplio a todos los péptidos analizados. Aunque
muchos trabajos se han enfocado en los determi-
nantes encefalitogénicos observados en células T,
varias evidencias indican un posible rol de
reactividad de anticuerpos contra diferentes epitopes
de PBM en el desarrollo de la patologia. En nuestra
cepa de ratas la predominancia de anticuerpos anti-
péptido 96-128 de PBM podria estar asociada con el
desarrollo de los sintomas clinicos y la ampliacion
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de la respuesta humoral podria dar cuentade lare-  de cada cepa de animal utilizado, un fenémeno simi-
gulacién de la enfermedad. Aunque los epitopes aso-  lar fue descripto en ratas Lewis susceptibles a la
ciados con la enfermedad parecen ser especificos  EAE (30).

Tabla 1: Andlisis clinico de los animales con EAE

Grupo Incidencia % Diade Severidad Duracion de
comienzo maxima laenfermedad
S/EAE 12/16 750 11,00+ 048 2,83+0,16 5,66 £0,33
C/EAE 13/26 50,0* 14,49 + 0,69* 2,90+ 0,10 9,27 £0,77*
JIEAE 18/23 783 12,07 + 0,26 2,64 +0,35 5,00+0,39
V/EAE 7/48 14,5* 18,124+ 0,54* 2,20 +0,40 454 +0,88

Ratas Wistar inyectadas con mielina bovina en AFC para inducir EAE fueron divididas en los siguientes grupos: ma-
chos jovenes intactos (J), con castracién simulada (S), castrados (C) y envejecidos (V). Los correspondientes
animales controles fueron inyectados solo con AFC. P fue calculada por el test t de Student para muestras agrupa-
das, La probabilidad de significancia con respecto al grupo control (J/EAE y S/EAE, respectivamente) fue *P <
0.01.

Tabla 2; Determinacion de anticuerpos anti-PBM

Anticuerpos anti-PBM
Grupo  dpi IgG % 1gG2b % lgG1 1aG2b/1gG1
Tolales (Th1) (Th2) (Th1/Th2)
S/EAE 14 13.780 + 5.981 15,60 0,15 104,0
K] 64.144 + 6.691 7,56 1,58 48
C/EAE 14 7415 + 961 991 027 36,7
b 141.583 £ 5.471 10,44 0,29 36,0
JEAE 14 38.457 + 4.560 18,94 0,19 99,7
¥ 183.531 + 21.609 9,79 1,24 7.9
V/EAE 14 27.856 + 961 8,88 0,08 1110

b 58.791 = 4.140 28,71 028 1025
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Figura 1: Curso clinico de la EAE observado en ratas machos jovenes intactas (J/EAE), castradas (C/EAE), con
castracion simulada (S/EAE) y envejecidas (V/EAE). Cada punto representa el promedio de todas las ratas enfermas
estudiadas en cada grupo (ver Tabla 1) v los respectivos errores estandares de estos promedios.

4
—0O— J/IEAE
—— S/EAE
—— C/EAE
3 - —— V/EAE

SEVERIDAD CLINICA
N

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
DIAS POST-INMUNIZACION



Maccio, Daniela R. y col. - Influencia del sistema neuriendocrino ... 33

Figura 2: Comparacion de la variacion del peso corporal determinado como porcentaje de diferencia con respecto al
dia 0 de animales inyectados con adyuvante de Freund completo (AFC) o con mielina bovina/AFC (EAE) en los
siguientes grupos de ratas Wistar machos: joven (J), castrados (C), con castracién simulada (S) y envejecidos (V).
Los resultados son el promedio de todos los animales estudiados en cada grupo como se indica en la Tabla 1.
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Figura 3: Respuesta inmune celular especifica contra PBM a 14 y 35 dpi de CMN de nodulos linfaticos de animales
con EAE jovenes (J/EAE), castrados (C/EAE), con castracion simulada (S/EAE) y envejecidos (V/EAE). El indice de
estimulacién (IE) se calculd como las cpm incorporadas en CMN incubadas con PBM/cpm incorporadas en CMN
cultivadas con medio solamente. Cada barra representa el promedio de todos los animales con EAE estudiados en
cada grupo y los respectivos errores estandares de estos promedios.
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Figura 4: Respuesta inmune humoral contra diferentes péptidos de PBM: p1-43, p44-95, p96-128 y p129-168
medida a 14 dpi y 35 dpi en ratas Wistar machos jovenes (J/EAE), castradas (C/EAE), con castracion simulada (8/
EAE) y envejecidas (V/EAE). Las barras representan el promedio de 7 animales estudiados en cada grupo y los res-
pectivos errores estandares de estos promedios.
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Conclusidn

Tomando todo en su conjunto, las evidencias
provistas en este estudio demuestran laimportancia
de los efectos organizacionales de una experiencia
enddcrina temprana sobre la respuesta inmune y por
lo tanto en la regulacion del desarrollo de la EAE,
Considerando los bajos niveles de testosterona ob-
servados en los animales después de la castra-
cién quirdrgica como asi también en los animales
envejecidos, podemos interpretar de manera preli-
minar que la induccién de una dada respuesta
inmunolodgica debida al desbalance en esta hormona
podria ser responsable de las diferencias en el curso
clinico de la enfermedad observada en estos anima-
les, y podria en general proveer algunas claves acerca
de los mecanismos que influencian la susceptibili-
dad de la autoinmunidad humana entre los diferentes
sexos o durante el envejecimiento.
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