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Resumo 

A Esclerose Múltipla é uma doença autoimune que acomete o Sistema Nervoso Central. O 

modelo animal mais amplamente utilizado para o estudo desta patologia é o da 

encefalomielite autoimune experimental (EAE), comumente induzida em camundongos. 

Em estudos anteriores, observou-se que o estrógeno representa um papel central na resposta 

imune e nas doenças imunomediadas. Os fitoestrógenos representam uma família de 

compostos vegetais com propriedades estrogênicas, pois apresentam muitas similaridades 

estruturais com os estrógenos endógenos, inclusive ligando-se aos seus receptores. O 

presente trabalho teve como objetivo testar o fitoestrógeno genisteína em camundongos da 

linhagem C57Bl/6 com EAE. Para isto, foi inicialmente padronizado o modelo de EAE e, 

posteriormente, o efeito imunomodulador da isoflavona genisteína foi analisado não 

somente através da avaliação clínica dos camundongos como também pela  produção de 

citocinas Th1 e Th2, além da interação dos leucócitos com o endotélio cerebral.  

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: esclerose múltipla; encefalomielite autoimune experimental; 
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Abstract 

Multiple sclerosis (MS) is the most common non-traumatic, disabling neurological human 

inflammatory demyelinating disease of the CNS. Experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE) models MS and is characterized as a CD4+ Th1 cell-mediated 

autoimmune disease. Recent data show that estrogen plays a pivotal role in the immune 

response as well as in immune-mediated diseases. Isoflavones are found in a variety of 

plants, especially in soy, and make up the most common form of phytoestrogens which 

demonstrate estrogenic properties due to their structural similarities with estrogens. 

Genistein is the major bioactive isoflavone. In the present report, we investigated the use of 

genistein for the treatment of the murine model of MS in C57Bl/6 mice. The genistein’s 

modulatory effects were evaluated after induction of EAE with MOG35-55, assessing not 

only clinical symptoms but also pro- and anti-inflammatory cytokines, and the leukocyte 

rolling and adherence in the CNS by performing intravital microscopy. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Esclerose Múltipla (EM) afeta cerca de um milhão de pessoas em todo o mundo, 

caracterizando-se por ser uma doença inflamatória crônica desmielinizante do Sistema 

Nervoso Central (SNC) de natureza autoimune, mediada, sobretudo por linfócitos Th1 

(BRADL e HOHLFELD, 2003). Basicamente, a EM apresenta quatro formas distintas: a 

remitente-recorrente (RR) que atinge cerca de 80% dos pacientes, onde os surtos são de 

duração variável, seguidos de um período de remissão e com recuperação total ou parcial; a 

maioria dos pacientes evolui do tipo RR para a forma secundária-progressiva (SP) na qual 

após a remissão dos surtos, os pacientes apresentarão leve progressão da doença; a 

primária-progressiva (PP) já se inicia de forma progressiva, com pouca ou nenhuma 

melhora dos sintomas e períodos de estabilizações; por fim, a progressiva-recorrente (PR) 

onde há uma progressão desde o inicio da incapacidade, com surtos claramente 

identificáveis podendo haver alguma recuperação (MCFARLAND, 1999). Os principais 

sintomas da EM incluem parestesias, fraqueza dos membros, neurite óptica, incoordenacão 

motora total e parcial, tremores e incontinência urinária, segundo CARVALHO e 

colaboradores (2003). Apesar de inúmeras terapias isoladas e combinadas a medicamentos 

existirem, todas em sua maioria ainda têm sido utilizadas como paliativas no tratamento da 

EM e têm se mostrado ineficazes em relação à sua cura e total recuperação dos pacientes 

em fase avançada (SOSPEDRA e MARTIN, 2005). 

 

1.1. Etiologia da EM 

Baseado na composição das células infiltrantes do cérebro e líquido encéfalo-

raquidiano, a EM é considerada uma desordem autoimune mediada por linfócitos CD4+ 

Th1 (HAFLER, 2004), embora também possa ser desencadeada por anticorpos e linfócitos 



 2

T CD8+ em modelos experimentais por transferência adotiva (HUSEBY et al., 2001). 

Estudos demonstram que a EM é uma doença de etiologia multifatorial onde a 

predisposição genética aliada a fatores externos, inclusive infecções por vírus tais como 

Epstein-Barr (WANDINGER et al., 2000) e Herpesvirus humano 6 (MOORE e 

WOLFSON, 2002), ou bacterianas como Chlamydia pneumoniae (SRIRAM et al., 1999), 

seriam determinantes no desencadeamento dos eventos imunológicos relacionados a ela. 

Estudos de meta-análise no genoma de pacientes portadores de EM diferentes áreas 

geográficas mostraram que um ou mais genes presentes no cromossomo 6p21 na área do 

complexo de histocompatibilidade principal conferem cerca de 10 a 20% de risco genético 

de EM (GAMES, 2003). Além disso, de forma semelhante a outras doenças autoimunes 

mediadas por células T, genes HLA-DR e HLA-DQ também têm demonstrado conferir 

risco aos portadores (SELLEBJERG et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2004).  

Dentre os fatores ambientais que potencialmente influenciam no desencadeamento 

da EM, tem sido proposto que não somente o estilo de vida e o comportamento individual 

mas também variações hormonais possam contribuir ou mesmo induzir a expressão da 

doença (COO e ARONSON, 2004). O fato de que mulheres com EM superam o número de 

homens na proporção de 1.6-2.0:1 sugere que os hormônios tenham relevante importância 

neste contexto (SOSPEDRA e MARTIN, 2005). Observações clínicas indicam que 

algumas doenças autoimunes tais como EM e artrite reumatóide, freqüentemente sofrem 

remissão durante a gravidez, mas exacerbam ou têm seu início estabelecido no período pós-

parto. Níveis farmacológicos de estrógeno também parecem melhorar essas patologias 

(SICOTTE et al., 2002). Contribuições ambientais à etiologia da EM são baseados em 

diversos fatores como a maior prevalência em paises do hemisfério norte em relação aos do 

hemisfério sul além de estudos migratórios. Trabalhos mostram que a migração de uma 
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área de alta prevalência para uma de baixa prevalência antes dos 16 anos de idade, leva um 

individuo a adquirir baixo risco de desenvolver EM (KURTZKE, 2005). Tem sido proposto 

que a exposição à luz solar e sua relação com a latitude influenciariam na modulação das 

respostas do tipo Th1 (HAYES, 2000). 

 

1.2. Patogênese da EM 

De acordo com RANSOHOFF e colaboradores (2003), o processo de desmielizacão 

inicia-se com ativação de linfócitos T periféricos com reatividade à mielina, atravessando a 

barreira hemato-encefálica em direção ao SNC, auxiliadas não somente pelo aumento da 

expressão de citocinas inflamatórias como também de moléculas de adesão, integrinas e 

receptores de quimiocinas por células endoteliais. Citocinas e, em grande parte, 

quimiocinas desempenham papel essencial no estabelecimento e manutenção de processos 

autoimunes, agindo de forma sinérgica e redundante sobre diversos tipos celulares. 

Citocinas pró-inflamatórias tais como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interferon-γ 

(IFN-γ), interleucina-17 e interleucina-12 (IL-12) têm sido apontados por exercerem 

importante papel na patogênese da EM, como demonstrado em modelos experimentais 

(BEGOLKA E MILLER, 1998; MCKENZIE et al., 2006; TAKEUCHI et al., 2006). Os 

antígenos da mielina, sobretudo a proteína básica da mielina (PBM) e a proteína 

mielodendritica (MOG), são apresentados por astrócitos, macrófagos e células gliais aos 

linfócitos T, desencadeando então uma cascata que acarretará na liberação de mediadores 

inflamatórios, culminando com a lesão ou mesmo destruição da bainha de mielina. 

Evidências sugerem que quimiocinas como CCL-2 e CCL-5, proteínas secretadas tanto por 

mononucleares infiltrantes como por células gliais residentes no SNC que regulam a 
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migração de leucócitos, desempenham importante papel no direcionamento e manutenção 

de mononucleares nos locais onde os danos à mielina se processam (SANTOS et al., 2005). 

Apesar das pesquisas mostrarem o envolvimento de resposta imune mediada por células, a 

produção de auto-anticorpos tem sido demonstrada como um importante fator na 

desmielinização dos axônios. O aumento das concentrações de imunoglobulinas no líquido 

céfalo-raquidiano (LCR) e a presença de anticorpos anti-mielina indicam o envolvimento 

de células B (resposta humoral) no processo inflamatório. Como resultado do processo 

autoimune inflamatório, há prejuízo na condução dos impulsos nervosos e resistência da 

transmissão elétrica, segundo MARTIN e colaboradores (1992).  

 

1.3. A encefalomielite autoimune como modelo experimental para EM 

Modelos animais têm sido bastante úteis para a melhor compreensão dos processos 

patológicos relacionados a autoimunidade. A encefalomielite autoimune experimental 

(EAE) é o modelo animal mais amplamente utilizado para o estudo das doenças autoimunes 

humanas, especialmente da EM. Várias razões contribuem para a utilização da EAE como 

um modelo de autoimunidade antígeno-induzida: a) foi desenvolvida primeiramente em 

relação a outros modelos; b) pode ser facilmente induzida em muitas espécies; c) as 

manifestações clínicas, como paralisia e perda do tônus da cauda (em roedores), são 

perceptíveis para a maioria dos pesquisadores; d) a PBM, o auto-antígeno primário da EAE, 

abundante nos tecidos do SNC, é fácil de ser extraída e purificada; e) também poder ser 

induzida por vírus como o da encefalomielite murina de Theiler ou o coronavírus JHM em 

camundongos BALB/c (GRIGORIADIS e HADJIGEORGIOU, 2006). 

Nos últimos anos, camundongos têm sido extremamente úteis na investigação da 

patogênese da EAE. Esta é caracterizada tanto pela inflamação por células mononucleares 
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quanto por desmielinização, características que se assemelham às da EM humana. Outra 

vantagem do uso de camundongos é a ampla variedade de linhagens disponíveis. Linhagens 

susceptíveis como a SJL/J e a PL/J não são resistentes à reindução da doença. Além disso, é 

possível induzir recaídas crônicas de EAE nestes animais obtendo um modelo que mais se 

assemelha à EM humana, de acordo com YANG (2003). Outro modelo murino, o C57Bl/6, 

tem sido bastante útil na indução de EAE crônica severa e sem recaídas, especialmente 

quando se utiliza a proteína MOG como indutora da doença. Apesar de muito menos 

abundante que a PBM, respondendo por cerca de 0,01%-0,05% das proteínas da mielina, a 

proteína MOG tem sido objeto de estudos que apóiam a possibilidade dele ser o antígeno-

alvo primário no desenvolvimento da EM (MENDEL et al., 1995; SOSPEDRA e 

MARTIN, 2005). Esta proteína pertence à superfamília das imunoglobulinas e apresenta 

alta homologia entre as espécies (cerca de 90%) sendo formada por uma seqüência de 218 

aminoácidos (JOHNS e BERNARD, 1999; Figura 1). Estudos demonstram que a 

sequência 35-55 de aminoácidos seja o epítopo primário durante a resposta imune na EAE 

(LEADBETTER et al., 1998). Entretando, sua função no SNC permanece indefinida, 

embora trabalhos têm sugerido que essa proteína atue não somente como molécula de 

adesão e receptor celular, mas também como estabilizador dos microtúbulos dos 

oligodendrócitos (JOHNS e BERNARD, 1999). Em relação às considerações acima e pelo 

fato da farmacoterapia atual desta patologia se basear na imunomodulação, estudos recentes 

concentram-se na análise da imunopatogênese da EAE em camundongos C57Bl/6 induzida 

por MOG35-55 (SANTOS et al. 2005). 
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1.4. Ação biológica das isoflavonas da soja 

A soja representa hoje uma das principais fontes de pesquisas quando se trata do 

estudo de terapias alternativas de tratamento devido a seus efeitos bioquímicos e biológicos 

sobre doenças de caráter inflamatório não-infeccioso como osteoporose, doenças 

cardiovasculares, câncer de mama e próstata (FANTI et al., 1998; GOTOH et al., 1998). 

Apesar do incentivo ao consumo da soja e seus subprodutos ser relativamente recente na 

sociedade ocidental comparado a países como a China, a revolução na agricultura através 

da biotecnologia aliada à baixa incidência dessas doenças no Sudoeste da Ásia tem 

conduzido vários estudos in vivo e in vitro, na tentativa de demonstrar sua aplicação clinica. 

A ação marcante antioxidativa, antiproliferativa celular e estrogênica da soja têm sido 

atribuída a alguns de seus componentes, especialmente os fitoestrógenos (BARNES et al., 

2000; BALK et al., 2005). 

Estruturalmente semelhantes ao estrógeno (Figura 2), os fitoestrógenos representam 

uma família de compostos vegetais com propriedades estrogênicas, sendo que as 

isoflavonas são a forma mais comum de fitoestrógenos. O estrógeno representa um papel 

central na resposta imune e nas doenças imunomediadas (SALEM, 2004). Os receptores de 

Figura 1 – Estrutura molecular da 
proteína MOG e sua localização 
celular (JOHNS e BERNARD, 
1999). 
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estrógeno são expressos numa variedade de células imunocompetentes incluindo linfócitos 

T CD4+ e CD8+, além de macrófagos. Baseando-se num perfil distinto de produção de 

citocinas, os dados acumulados na literatura revelaram efeitos modulatórios do estrógeno 

em linfócitos do tipo Th1 e Th2, que representam duas formas polarizadas da resposta 

imune específica efetora. De acordo com SALEM (2004), os estrógenos inibem a produção 

das citocinas pró-inflamatórias envolvidas na diferenciação dos linfócitos Th1 (IL-12, 

TNF-α e IFN-γ), enquanto que estimulam a produção de citocinas anti-inflamatórias 

produzidas pelos clones de linfócitos Th2 (IL-4, IL-10). Isto explica porque o estrógeno 

suprime e potencializa doenças mediadas por Th1 e Th2, respectivamente. 

Dentre as isoflavonas da soja, destacam-se a genisteína e a daidzeína, as quais são 

encontradas numa variedade de plantas incluindo frutas e vegetais, sendo especialmente 

abundantes na soja. Nas plantas, as isoflavonas são inativas, pois se encontram ligadas a 

moléculas de açúcares, formando compostos denominados glicosídeos. Ao serem ingeridas, 

sofrem hidrólise bacteriana pela microflora intestinal para a retirada da molécula de açúcar 

e, assim, sob a forma de agliconas, tornam-se passíveis de serem absorvidas e sofrerem 

biotransformação hepática (THAM et al., 1998). 

 

  

 Figura 2 – Similaridades estruturais da isoflavona genisteína e do 17-β estradiol (THAM et 
al., 1998). 
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De acordo com MOLL (2002), esses hormônios vegetais podem apresentar efeitos 

benéficos especialmente relevantes ao diminuir o risco do desenvolvimento de doenças 

associadas à atuação de hormônios. A prevenção de várias doenças relacionadas aos 

hormônios sexuais pelo aumento no consumo destes compostos vegetais pode representar 

uma importante terapia alternativa. Foi inclusive demonstrado que eles se ligam aos 

receptores de estrógenos, levando à formação de complexos que são funcionalmente 

equivalentes àqueles formados pela ligação do 17-β-estradiol aos seus receptores 

específicos (BARNES, 1998). A resposta obtida com as isoflavonas não é tão intensa 

quanto com o 17-β-estradiol, em função delas terem uma menor afinidade pelos receptores 

estrogênicos. Esta variação depende do tipo de receptor estrogênico (α e β) presente no 

tecido ou órgão específico. A afinidade das isoflavonas é marcante em relação aos 

receptores do tipo β e pouco pronunciada em relação aos do tipo α. Portanto, supõe-se que 

suas ações são mais marcantes naqueles órgãos e tecidos nos quais os receptores β 

predominam (SNC, ossos, parede vascular e trato urogenital) (KUIPER et al., 1998). 

Muitos dos benefícios potenciais dos fitoestrógenos podem ser atribuíveis a 

propriedades metabólicas que não envolvem os receptores de estrógeno tais como sua 

influência sobre enzimas, sobre a proliferação celular, a angiogênese, o transporte de cálcio, 

a oxidação lipídica e a diferenciação celular (POLKOWSKI, 2000; GOSSNER et al., 

2007). Estudos com animais e ensaios clínicos envolvendo humanos têm sugerido que os 

benefícios à saúde podem ocorrer em várias áreas, como diminuição dos níveis de 

colesterol sangüíneo, aumento da função endotelial, inibição de vários estágios de iniciação 

ou progressão do câncer, promoção da conservação da massa óssea, influência favorável 

nos sintomas menstruais e da menopausa, entre outros (LISSIN e COOKE, 2000; 

BHATHENA e VELASQUEZ, 2002). Segundo BARNES e colaboradores (1996), estes 
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achados estão de acordo com as observações epidemiológicas de que níveis elevados de 

consumo de soja e seus produtos estão associados à baixa incidência de doença 

cardiovascular, câncer e osteoporose, tanto em homens quanto em mulheres. 

 Em 2002, YELLAYI e colaboradores mostraram que camundongos adultos 

castrados, tratados com a isoflavona genisteína, apresentaram uma marcante atrofia do 

timo, diminuição do número de timócitos em até 86% e duplicação da apoptose destas 

células. A genisteína também produziu supressão da imunidade humoral e linfocitopenia 

sistêmica, demonstrando a atuação das isoflavonas no sistema imune, o que as torna 

potencialmente aplicáveis na terapia de patologias inflamatórias autoimunes. 

Recentes estudos experimentais utilizando compostos de origem não-sintética como 

flavonóides (quercetina e luteolina), vitamina D, proteínas de origem animal (crotapotina) e 

outros fitoestrógenos (resveratrol) têm demostrado efeitos benéficos na reversão da EAE, 

pelo menos em parte (GARCIA et al., 2003; HENDRICKS et al., 2004; PEDERSEN et al., 

2007; SINGH et al., 2007). Tais trabalhos destacam a importância da obtenção de terapias 

que melhor se apliquem aos portadores de EM relação àquelas que atualmente são por eles 

utilizadas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral: 

 Avaliar os efeitos da isoflavona genisteína em modelo murino de EAE e seus 

mecanismos de imunomodulação mediados por linfócitosTh1 e Th2. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

-Induzir o modelo de EAE em camundongos isogênicos C57Bl6 utilizando a 

proteína MOG; 

-Avaliar o tratamento da isoflavona genisteína na EAE, através dos seguintes 

parâmetros:  

• Clínico: escore clínico e medidas de peso;  

• Laboratorial: (a) produção de citocinas no SNC; (b) produção de citocinas 

no sobrenadante de cultura de esplenócitos; (c) produção de óxido nítrico 

(NO) no SNC; (d) rolamento e adesividade dos leucócitos à 

microvasculatura do SNC. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6 fêmeas, com 8-12 semanas, 

provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da Universidade 

Federal de Juiz de Fora (UFJF). Eles permaneceram na sala de manutenção de animais do 

Laboratório de Imunologia, em estantes climatizadas e dieta ad libitum. Todos os 

procedimentos estiveram de acordo com os princípios do Código Brasileiro para a 

Utilização de Animais de Laboratório. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa em Animais da UFJF sob o número 045/2005-CEA. 

 

3.2. Indução da EAE 

Os animais (6-12) foram imunizados por via subcutânea (s.c.) em ambos os lados da 

base da cauda com 100 μg do peptídeo MOG35-55 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) 

e adjuvante completo de Freund (Sigma) suplementado com 400 μg de Mycobacterium 

tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, EUA). No dia da imunização e após 48 

horas, foram injetados intraperitonealmente (i.p.) 300 ng de toxina pertussis (Sigma). Os 

animais imunizados foram subdivididos randomicamente em dois grupos, dos quais um foi 

submetido ao tratamento com genisteína. 

 

3.3. Avaliação clínica  

Os animais foram pesados diariamente antes e após a imunização, sendo 

clinicamente avaliados e classificados de acordo com a Tabela 1, seguindo uma escala 

arbitrária. Os animais tiveram suas patas anteriores, posteriores, cauda e bexiga avaliadas 
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individualmente. Em caso de morte, seria aplicado escore 15. O escore clínico final de cada 

animal foi obtido somando-se todos os escores individuais.  

Tabela 1 – Avaliação dos sinais clínicos 

Parte do corpo Sinais clínicos Escore* 

 
Cauda 

 
sem sinais clínicos 

perda do tônus da cauda 
paralisia 

 

 
0 
1 
2 
 

Patas traseiras sem sinais clínicos 
fraqueza de uma pata 

fraqueza de ambas as patas 
paralisia de uma pata 

paralisia de ambas as patas 
 

0 
1 
2 
3 
4 

Patas dianteiras sem sinais clínicos 
fraqueza de uma ou ambas as patas 
paralisia de uma ou ambas as patas 

 

0 
1 
2 
 

Bexiga continência 
incontinência 

0 
1 

*Escore numérico arbitrariamente determinado 
 

3.4. Tratamento com genisteína 

Após padronização do modelo de EAE, grupos de 3-6 animais foram alimentados 

ad libitum com uma dieta livre de fitoestrógenos. Em um dos grupos imunizados com 

MOG35-55, foi aplicada a isoflavona genisteína (Indofine Chemicals, Somerville, EUA) 14 

dias após a indução de EAE, ou seja, após o estabelecimento do processo inflamatório 

neurológico, evidenciado pelos sinais clínicos de EAE. Foram administrados 200 mg/kg/dia 

s.c. durante 7 dias (YELLAYI et al., 2002). 
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3.5. Produção de citocinas no SNC 

Os animais foram sacrificados com dose letal de xilazina e quetamina i.p., e o tecido 

cerebral foi obtido dos grupos de animais 21 dias pós-imunização (dpi).  Os cérebros foram 

removidos após a microscopia intravital, e os hemisférios foram conservados a 5 °C. Em 

seguida, os hemisférios foram homogeneizados em solução extratora (100 mg de 

tecido/ml), contendo: 0,4 M de NaCl, 0,05% de tween 20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse 

Station, EUA), 0,5% de soro-albumina bovina (BSA), 0,1 M de fluoreto de fenil-metil-

sulfonil (PMSF), 0,1 M de cloreto de benzetônio, 10 mM de ácido etileno diamino 

tetracético (EDTA) e 20 kIU/mL de aprotinina (Sigma), utilizando uma Ultra-Turrax (IKA 

Works, Wilmington, EUA). O homogeneizado de tecido cerebral foi centrifugado a 10.000 

x g por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados e congelados a –70 °C. A 

concentração de IFN-γ, TNF-α, IL-12p40 e IL-10 nos sobrenadantes de extrato de cérebro, 

na diluição de 1:10 em 1% de BSA em tampão salina-fosfato (PBS), foi determinada pelo 

método ELISA utilizando anticorpos e concentrações comercialmente disponíveis de 

acordo com os procedimentos recomendados pelo fabricante (BD Biosciences Pharmingen, 

San Diego, EUA). 

 

3.6. Produção de citocinas na cultura de esplenócitos 

Suspensões de esplenócitos foram realizadas 21 dpi. As células foram cultivadas na 

densidade de 2 x 105/poço em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino 

inativado pelo calor, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 μg/ml de 

estreptomicina (RPMI 5%, Sigma), em câmara húmida, a 37º C e em atmosfera de 5% de 

CO2. As culturas foram estimuladas com MOG35–55 na concentração de 10 μg/ml, 
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concanavalina A (Sigma) a 10 μg/ml, ou genisteína a 10 μg/ml. Sobrenadantes foram 

coletados após 48 h e a dosagem de IFN-γ, IL-10 e TNF-α foi determinada por ELISA de 

acordo com os procedimentos recomendados pelo fabricante (BD Biosciences 

Pharmingen). 

 

3.7. Determinação do NO 

  O preparo dos lisados e a determinação do nitrito foi realizado de acordo com Frank 

et al. (1998) com modificações. Resumidamente, os cérebros foram homogeneizados e 

centrifugados a 10.000 ×g por 30 min a 4 °C; os sobrenadantes foram transferidos para 

frascos contendo 50% de ácido tricloroacético (Synth, São Paulo, Brasil) em água 

deionizada. Após precipitação, as amostras foram centrifugadas novamente por 1 min 

(10.000 ×g, 4 °C) e os sobrenadantes foram coletados para determinação do NO pelo 

método de Griess (LIU et al., 1997). A reação foi realizada em duplicata, utilizando-se 50 

µl de cada amostra com 50 µl de reagente de Griess (0,1% de naftil-etilenodiamino 

[NEED] e 1% de sulfanilamida em 2,5% de ácido fosfórico, Sigma). Após 10 min de 

incubação em temperatura ambiente, as placas foram lidas a 540 nm (Titertek Multiskan 

Plus, Lugano, Suíça) e a concentração do NO foi calculada utilizando-se uma curva-padrão 

na faixa de 0,2 a 200 µM de nitrito de sódio. 

 

3.8. Microscopia intravital 

A microscopia intravital da microvasculatura cerebral dos animais foi realizada de 

acordo com Carvalho-Tavares et al. (2000). Resumidamente, os animais foram 

anestesiados com quetamina (150 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) i.p., e a veia caudal foi 
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canulada para a administração de substâncias fluorescentes. A craniotomia foi desenvolvida 

utilizando-se uma broca de alta velocidade (Dremel, New York, EUA) e a dura máter foi 

removida para exposição da vasculatura da pia máter. Durante todo o experimento, os 

animais foram mantidos a 37°C com uma placa de aquecimento (Fine Science Tools Inc., 

North Vancouver, Canadá) e o cérebro exposto foi continuamente perfundido com solução 

tampão artificial de LCR, em uma composição iônica contendo: 132 mmol/L de NaCL, 

2,95 mmol/L de KCl, 1,71 mmol/L de CaCl2, 0,64 mmol/L de MgCl2, 24,6 mmol/L de 

NaHCO3, 3,71 mmol/L de dextrose e 6,7 mmol/L de uréia; pH 7,4, a 37 °C. Para observar 

as interações dos leucócitos com o endotélio, os leucócitos foram marcados por 

fluorescência pela administração de rodamina 6G (0,5 mg/kg) e visualizados por 

microscópio B201 (Olympus, New York, EUA), lentes objetivas X20 (Olympus), 

correspondendo a 100 Am de área, equipado com fonte de luz fluorescente (epi-iluminação 

a 510–560 nm, utilizando um filtro de emissão de 590 nm). Uma câmera DEI-470 

(Optronics Engineering, Goleta, EUA) instalada ao microscópio projetou a imagem no 

monitor (Olympus). Leucócitos em rolamento foram definidos como células brancas 

movendo-se a uma velocidade menor que a dos eritrócitos. Leucócitos em aderência foram 

considerados aderentes ao endotélio venoso quando estacionários por 30 s ou mais. 

 

3.9. Análise estatística 

Os resultados foram representados por média ± erro-padrão. Foram utilizados two-

way ANOVA para as análises de peso e escore clínico, e one-way ANOVA para as demais 

determinações, seguidos por teste de comparações múltiplas de Bonferroni (GraphPad 

Prism 5.00). As diferenças foram consideradas significantes para p<0,05.  
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Abstract 

MS is the most common non-traumatic, disabling neurological human inflammatory 

demyelinating disease of the CNS. Experimental autoimmune encephalomyelitis models 

MS and is characterized as a CD4+ Th1 cell-mediated autoimmune disease. It is 

characterized by an influx of activated leukocytes into the CNS. Genistein, occurring 

abundantly in soy products, has apoptotic, antioxidant, and anti-inflammatory properties. In 

the present report, we investigated the use of genistein for the treatment of the murine 

model of MS. After induction of EAE with MOG35-55, we observed that genistein treatment 

ameliorated significantly the clinical symptoms, modulating pro- and anti-inflammatory 

cytokines. Moreover, we analysed the leukocyte rolling and adherence in the CNS by 

performing intravital microscopy. Genistein treatment resulted in decreased rolling and 

adhering of leukocytes as compared to the untreated group. Our data suggest that genistein 

might be a potential therapy for MS.  
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Introduction 

MS is a chronic inflammatory disorder of the CNS with unknown etiology affecting 

approximately 2.5 million people worldwide, predominantly in Western countries.1, 2 A 

complex predisposing genetic trait and an inciting environmental insult such as infections 

agents appears to be important in triggering the disease, comprising as hallmarks 

inflammation, demyelination and axonal damage.1, 3 Experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE) is the best-known animal model of MS and can be induced in 

mice by immunization with myelin antigens such as myelin oligodendrocyte glycoprotein 

(MOG). Due to its similarity to MS, EAE has been used as an animal model for proof of 

concept studies of MS therapy. 

Cytokines and to some extent chemokines play a pivotal role in the establishment 

and maintenance of autoimmune disorders, acting in highly complex networks, and often 

exert overlapping and in part redundant functions by different cell types. Proinflammatory 

cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon-γ (IFN-γ), interleukin-17 and 

interleukin-12 (IL-12) are thought to play a role in the pathogenesis of MS.4, 5 Chemokines 

are produced by both infiltrating immune cells and CNS-resident glial cells. They regulate 

the recruitment of the autoagressive T cells and mediate local inflammatory reactions.6 Yet 

gender differences in the cellular and humoral immune responses may influence the 

development and function of pathogenic T cells as well as the induction of cytokine 

expression.7, 8 

Both clinical and experimental evidence suggests that sex hormones in males and 

females are significant factors responsible for the sexual dimorphism in the immune 

response. The best-studied regulatory hormone, estrogen, is protective against the induction 
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of EAE, demonstrating several immunosuppressive mechanisms by not only expanding 

CD4+CD25+ T cells but also inhibiting expression of certain chemokines and Th1 

proinflammatory cytokines.9, 10 Phytoestrogens are a group of biologically active plant 

substances with a chemical structure similar to estrogen, which account for their ability to 

bind to estrogen receptors in various cells and exert estrogenic and anti-estrogenic effects.11 

Accumulated evidence suggests that the consumption of phytoestrogens leads to protective 

effects against menopausal symptoms and a variety of disorders, including cardiovascular 

disease, diabetes and cancer.12-14  

Isoflavones make up the most common form of phytoestrogens and are found in a 

variety of plants, especially in soy.15 Genistein is the major bioactive isoflavone, 

demonstrating a variety of properties such as induction of apoptosis and differentiation in 

cancer cells, cell proliferation inhibition and antioxidant effects.16, 17 However, little has 

been elucidated with regard to its potential in autoimmune diseases caused by T cell 

activation. 

The concept of MS as an autoimmune inflammatory disease is supported by the 

response to immunomodulatory and suppressive treatments. Interferon-β (IFN-β) has been 

approved for treatment of relapsing-remitting-MS and is currently the agent that is most 

broadly used. IFN-β reduces exacerbation by only 30% and has a modest impact on disease 

progression. It is a clear step forward in MS therapy, but the frequency of subcutaneous 

(s.c.) injections of IFN-β, the flu-like symptoms that occur at the beginning of therapy, the 

modest activity required of patients, and the treatment failures are all reasons to search for 

better agents.5 



 30

In this report, we sought to determine the clinical and biological effects of 

isoflavone genistein on MOG-induced EAE model. Our data show that genistein 

ameliorates EAE not only by reducing significantly the EAE severity but also by 

modulating cytokine profile and modifying leukocyte entry into the CNS. The results shed 

more light on potential alternative therapies that might be applied to disorders such as MS.  

   

Materials and methods 

Animals 

Female C57Bl/6 mice were obtained from the Animal Care Facilities of the Universidade 

Federal de Juiz de Fora (UFJF), between 8-12 weeks of age, and housed in microisolator 

cages in the animal facility at the laboratory of immunology. All procedures were in 

accordance with the principles of the Brazilian Code for the Use of Laboratory Animals. 

This project was approved by the Ethics Committee on the use of laboratory animals from 

UFJF. 

 

EAE induction 

Groups of 3-6 animals were immunized s.c. at both sides of the tail base with 100 μg of 

myelin oligodendrocyte glycoprotein 35-55 peptide (MOG35-55; Sigma Chemical Co., Saint 

Louis, USA) emulsified vol/vol in complete Freund’s adjuvant (CFA) (Sigma) 

supplemented with 400 μg of attenuated Mycobacterium bovis H37 RA (Difco, Detroit, 

USA). Pertussis toxin, 300 ng/animal (Sigma), was injected intraperitoneally (i.p.) on the 

day of immunization and again 48 h later. Animals were monitored daily and neurological 

impairment was quantified on an arbitrary clinical scale. 



 31

Clinical assessment 

Mice were weighed and observed daily for clinical signs of EAE up to 21 days post-

immunization (dpi). The clinical status was assessed scoring certain parts of the mice body 

individually according to Table 1. In case of death, mice were scored 15. The final clinical 

score was obtained adding all individual scores assessed.  

 

Treatment with genistein 

Mice were immunized and then divided into two groups. One received no treatment while 

the other was given 200 mg/kg body weight of genistein (Indofine Chemical Co., 

Hillsborough, USA) s.c. on daily basis.18 The treatment was introduced 14 dpi for 7 days. 

 

Cytokine production in the CNS 

Brain tissue extracts were acquired from control and experimental mice that were sacrificed 

by ketamine and xylazine overdose i.p. at 21 dpi. Brains were removed after intravital 

microscopy, and hemispheres were stored on ice. Thereafter, the hemispheres were 

homogenized in extraction solution (100 mg of tissue per 1 ml), containing: 0.4 M NaCl, 

0.05% tween 20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA), 0.5% bovine serum 

albumine (BSA), 0.1 M phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 0.1 M benzethonium 

chloride, 10 mM ethylenediaminetetracetic acid  (EDTA) and 20 kIU/mL aprotinin 

(Sigma), using Ultra-Turrax (IKA Works, Wilmington, USA). Brain homogenate was spun 

at 10,000 x g for 10 min at 4 °C and supernatants were collected and stored –70 °C. The 

concentration of IFN-γ, TNF-α, IL-12p40 and IL-10 in the supernatants of brain extraction, 

at 1:10 dilution in 1% BSA in phosphate buffered saline (PBS), were assayed in an ELISA 
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set-up using commercially available antibodies and the concentrations according to the 

procedures supplied by the manufacturer (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). 

 

Nitric Oxide (NO) assay 

Preparation of lysates and nitrite determination were done according to Frank et al. with 

modifications.19 Briefly, the brain was homogenized and centrifuged at 10,000 ×g for 30 

min at 4 °C, after which the supernatant was transferred to a fresh tube and mixed with 50 

percent trichloroacetic acid (Synth, São Paulo, Brazil) in deionized water. After 

precipitation, the samples were centrifuged again for 1 minute (10,000 ×g, 4 °C) and the 

supernatant was collected for NO detection assay by the Griess method  as follows.20 The 

reaction was done in duplicate wells by mixing 50 µl of each sample with 50 µl of Griess 

reagent (0.1% naphtyl-ethylenediamine [NEED] and 1% sulfanilamide in 2.5% phosphoric 

acid, Sigma). After 10-minute incubation at room temperature, the plates were read at 540 

nm (Titertek Multiskan Plus, Lugano, Switzerland) and NO concentration was calculated 

using a standard curve ranging from 0.2 to 200 µM of sodium nitrite. 

 

Splenocyte culture 

Suspensions of splenocytes were prepared on day 21. Cells were cultured at a density of 2 x 

105/well in RPMI 1640 medium supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine 

serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin (RPMI 5%, 

Sigma), in a humidified incubator, at 37º C and 5% CO2 atmosphere. Cultures were 

stimulated with MOG35–55 peptide at the final concentration of 10 μg/ml, concanavalin A 

(Sigma) at 10 μg/ml, or genistein at 10 μg/ml. Supernatants were collected after 48 h and a 
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quantitative ELISA was performed for IFN-γ, IL-10 and TNF-α according to the 

manufacturer’s recommendation (BD Biosciences Pharmingen). 

 

Intravital microscopy 

Intravital microscopy of the mouse cerebral microvasculature was performed as previously 

described.21 Briefly, the mice were anesthetized by i.p. injection of a mixture containing 

150 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine and the tail vein was cannulated for 

administration of fluorescent dyes. A craniotomy was performed using a high-speed drill 

(Dremel, New York, USA) and the dura matter was removed to expose the underlying pial 

vasculature. Throughout the experiment, the mouse was maintained at 37 °C with a heating 

pad (Fine Science Tools Inc., North Vancouver, Canada) and the exposed brain was 

continuously superfused with artificial CSF buffer, an ionic composition containing, in 

mmol/L: NaCL 132, KCL 2.95, CaCL2 1.71, MgCL2 0.64, NaHCO3 24.6, dextrose 3.71 

and urea 6.7; pH 7.4, at 37 °C. To observe leukocyte-endothelium interactions, leukocytes 

were fluorescently labeled by intravenous administration of rhodamine 6G (0.5 mg/kg body 

weight) and observed using a microscope B201 (Olympus, New York, USA), X20 

objective lens (Olympus), corresponding to 100 Am of area, outfitted with a fluorescent 

light source (epi-illumination at 510–560 nm, using a 590-nm emission filter). A silicon-

intensified camera DEI-470 (Optronics Engineering, Goleta, USA) mounted on the 

microscope projected the image onto a monitor (Olympus). Rolling leukocytes were 

defined as white cells moving at a velocity less than that of erythrocyte cells. Leukocytes 

were considered adherent to the venular endothelium if they remained stationary for 30 s or 

longer. 
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Statistical analysis 

Results presented here represent at least two independent experiments and are presented as 

the mean ± SEM. For clinical score and weight measurement analysis, two-way ANOVA 

was performed while the others were assessed by one-way ANOVA. All analyses were 

followed by the Bonferroni Multiple Comparison test (GraphPad Prism 5.00), and the 

differences were considered significant at p<0.05. 

 

Results 

Treatment with genistein ameliorates the EAE clinical course 

The initial clinical expression of the axonal damage in an EAE model is represented by 

well-defined signs such as weight loss, tail paralysis and hind-limb weakness. In this work, 

we investigated whether genistein would be effective in the treatment of EAE induced in 

C57Bl/6 mice. These animals were immunized with MOG35-55 peptide in adjuvant, and a 

group was treated daily with genistein 3 days after the beginning of the clinical signs (14 

dpi), when the disease was already established. Thereafter, EAE severity was recorded 

daily using a weight measurement and a clinical score scale. The mice showed disease 

signs of EAE such as weakness or paralysis of their tail and limbs as well as loss of body 

weight, which became apparent around days 10–12 following immunization. Subcutaneous 

injections of genistein were demonstrated to be effective in treating MOG35-55-induced 

mice. From day 12 on, the daily weight means of untreated animals were remarkably 

different when compared to control animals (p<0.001 from day 13 to 21) (Figure 1A). 

Thus, the treatment with this compound was revealed to be significantly more efficient at 

days 20 (p<0.05) and 21 (p<0.01), as genistein-treated and untreated groups were compared 

(Figure 1A). On the other hand, whilst the weight mean for the untreated mice remained 
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lower than for the genistein-treated mice at the last dpi, genistein-treated mice increased in 

weight and recovered initial weight at the endpoint (Figure 1A). Clinical evidence of 

disease in the genistein-treated group (first noticed at day 10) peaked at day 15 after 

immunization while in the untreated group it peaked at days 17 and 18 according to the 

clinical score assessment (Figure 1B). From day 17 on, the groups showed pronounced 

differences mainly at the last four time points which were statistically significant (p<0.05) 

(Figure 1B). Limp tail and hind-limb weakness were the major clinical features noted. 

Paralleling the clinical signs after treatment with genistein, there was not only a dramatic 

weight gain but also a reduction of the clinical score in the treated group at the same time 

(Figure 1). 
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Genistein modulates EAE by up-regulating IL-10 and down-regulating inflammatory 

cytokines in the CNS 

To determine the cytokine profile, we measured IFN-γ, TNF-α and IL-10 levels in the brain 

and on the splenocyte supernatants at day 21. IL-12 was also assessed in the brain. Higher 

levels of IFN-γ and IL-12 were observed in the untreated group than in the control group 

(p<0.05) (Figure 2). Importantly, an impressive suppression not only of IFN-γ but also of 

IL-12 cytokine in the brain of the mice treated with genistein in comparison to untreated 

Figure 1 – Genistein ameliorates EAE clinical signs. Animals were monitored daily for 
clinical signs of EAE after immunization with MOG35-55 peptide.  Mice were treated or not 
with genistein during 7 days. (A) Weight measurement of EAE mice treated or not with 
genistein, and the control mice. (B) Clinical scores of EAE mice treated or not with 
genistein after 10 dpi. Each point represents the arithmetic mean ± SEM of 3-6 mice, and 
results are representative of two different experiments. Dashed lines: beginning of the 
treatment. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.  
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mice (p<0.01) (Figure 2). Likewise, even in relation to control mice, reduced IFN-γ levels 

were found in the treated mice (p<0.05) (Figure 2A). Conversely, elevated IL-10 levels 

were noted in the brain of the genistein-treated mice when compared to untreated (p<0.001) 

and control groups (p<0.05) (Figure 2C). The TNF-α assessment in the brain revealed 

much lower levels in the genistein-treated mice (p<0.001) compared to the untreated group 

(Figure 2D). Surprisingly, no significant levels of TNF-α were observed in the brain of the 

untreated mice in relation to control mice (Figure 2D). 
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Figure 2 – Production of IFN-γ, IL-12, IL-10 and TNF-α cytokines in the brain from 
mice immunized with MOG35-55 peptide and treated or not with genistein after 14 dpi, 
and the control mice. Each bar represents the arithmetic mean ± SEM of 3-6 mice, and 
results are representative of two different experiments. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, 
p<0.001. 
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Figure 3 – Production of IL-10, IFN-γ and 
TNF-α cytokines by splenocytes from mice 
immunized with MOG35-55 peptide and 
treated or not with genistein after 14 dpi, and 
the control mice. Each bar represents the 
arithmetic mean ± SEM of 3-6 mice, and 
results are representative of duplicate 
cultures from two experiments. *, p<0.05; 
**, p<0.01; ***, p<0.001. 

Splenocytes were cultured and 

stimulated with specific and nonspecific 

antigens to assess cytokine levels on 

supernatants. Not only IFN-γ but also IL-10 

production diminished in cultures from 

genistein-treated mice in response to ConA 

which stimulates polyclonal T cell response, 

as shown in Figures 3A (p<0.01) and 3B 

(p<0.05). Also, the TNF-α production was 

reduced in the genistein-treated group as 

compared to the untreated group, although 

with no statistical significance (Figure 3C). 

In response to MOG35-55 peptide and 

genistein, no differences in regard to 

cytokine profile were detected in vitro (data 

not shown). 
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Leukocyte rolling and adherence are remarkably altered by genistein treatment  

The leukocyte-endothelium interactions in the pial microcirculation of EAE mice treated or 

not with genistein were analyzed using intravital microscopy at day 21. Firstly, assessing 

the number of rolling leukocytes, we found significant increased events in the untreated 

group in comparison to the control group (p<0.05) (Figure 4A). In the genistein-treated 

mice, reduced rolling leukocytes were observed following EAE induction as compared to 

untreated mice (p<0.05) (Figure 4A). Secondly, we noted an increased number of adhering 

leukocytes in the untreated animals in relation to the control animals (p<0.001) (Figure 4B). 

Also, in the animals treated with genistein, there was a marked increase of these events as 

compared to untreated mice (p<0.001) (Figure 4B). 
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Figure 4 - Visualization of leukocyte-endothelium interaction from mice immunized with 
MOG35-55 peptide and treated or not with genistein after 14 dpi, and the control mice. 
Intravital microscopy was used to assess the rolling (A) and firm adhesion (B) of 
leukocytes/min on brain microvasculature. Each bar represents the arithmetic mean ± 
SEM of 3-4 mice, and results are representative of two independent experiments. *, 
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. 
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Discussion 

MS is still considered a CD4+ Th1-mediated autoimmune disease, which has 

socioeconomic importance second only to trauma in young adults.5 Although a number of 

immunomodulatory and immunosuppressive agents have been applied to MS treatment, 

better defined therapeutic strategies are required. Flavonoids and phytoestrogens have been 

tested in the EAE murine model, demonstrating that these compounds may have beneficial 

properties.22, 23 Due to genistein being the major bioactive isoflavone in soybeans, the 

biological properties of the phytoestrogens have been attributed to it. Herein, we 

investigated the effects of this compound on the EAE model by triggering the clinical 

disease in C57BL/6 mice through injection of MOG. We noted that genistein had 

significant beneficial effects on EAE decreasing severity not only by down-regulating 

inflammatory cytokines but by affecting the trafficking of leukocytes into CNS as well. 

Substantial data demonstrate that genistein acts not only at the molecular level 

inhibiting the activity of enzymes utilizing ATP such as tyrosine-specific protein kinases 

but also at the cellular level inducing apoptosis and cell proliferation, suppressing 

osteoclast and lymphocyte functions, and exerting antioxidant effects.17, 24 In this context, 

genistein has been shown to inhibit NO generation and inducible NO synthase (iNOS) 

induction in cell cultures.25 These characteristics therefore may be appropriate to 

inflammatory diseases such as MS, although we failed to show significant differences 

between treated and untreated groups in regard to NO overproduction in the brain (data not 

shown). iNOS has been found in MS lesions, suggesting a role in this pathology.26 

However, results from blocking iNOS in EAE are not conclusive, and additional data 

suggest that NO may even confer a neuroprotective effect and modulate immune responses 

in a beneficial way.27 
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Animal models of autoimmune diseases are providing a valuable means of 

analyzing the functional roles of cytokines in the pathogenesis of autoimmunity. In our 

study, genistein treatment significantly lowered proinflammatory cytokine levels such as 

IFN-γ and IL-12 in the CNS. In addition, IFN-γ production was diminished on ConA-

driven splenocytes. IFN-γ activates microglia to act as effector cells that damage CNS cells 

via phagocytosis and the release of citotoxic factors including glutamate, NO, superoxide, 

and pro-inflammatory cytokines.28, 29 Conversely, IFN-γ-knockout animals develop normal 

EAE compared to wild-type littermates.30 Despite IFN-γ possibly playing an important role 

in remission of MS by up-regulating pro-apoptotic proteins, 31 the prevailing perception is 

that IFN-γ plays critical roles in the initiation and development of MS. IL-12, a main 

stimulator of IFN-γ, has long been known to drive Th1 polarization, 32 and use of anti-IL-12 

can ameliorate EAE.33 Yet in the absence of IL-12Rβ2, mice developed more severe 

clinical signs.34 Other studies performed with IL-12 -/-, demonstrated controversial 

results.35, 36 At least in part, IL-12 has been shown to act on the disease initiation and in the 

CNS inflammatory events of MS.37 Next, we evaluated the local TNF-α levels in brain 

supernatants. TNF-α production is associated with Th1 response and classically induces 

activation of a variety of cell types and expression of adhesion molecules, cytokines, and 

chemokines in the CNS, which leads to invasion by T cells and monocytes. The expression 

of TNF-α in the CNS parallels the disease course in EAE.4 In TNF-α knockout mice, 

invasion of the CNS by immune cells is delayed, but later develops extensively. In humans, 

elevated serum TNF-α concentrations and PBMC secreting TNF-α  have been reported in 

MS patients.38, 39 Besides IFN-γ and IL-12, genistein dramatically reduced TNF-α levels 

after 7 days of treatment as compared to the untreated group. TNF-α has a direct effect on 
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the induction of oligodendrocyte apoptosis and demyelination.40 Therefore, suppressed 

local TNF-α levels suggest a remarkable effect of genistein in MOG-induced EAE. 

In the present report, we also analyzed IL-10 levels in the CNS and on cultured 

splenocytes supernatant. Reduced IL-10 levels on ConA-driven cultured splenocytes may 

be explained by different responses in distinctive cells. IL-10 has as primary function to 

inhibit cytokine production by macrophages such as TNF-α. It suggests that genistein may 

diminish TNF-α levels either directly, or indirectly by augmenting IL-10 expression. 

Accumulated evidence has demonstrated that IL-10 is an important cytokine in the recovery 

from EAE. In contrast, IL-10 was shown to play a dominant role in the regulation of EAE 

since IL-10-/- mice suffer a severe non-remitting disease.41 Nevertheless, the consensus is 

that IL-10 is a more potent regulator of EAE, 42 and a cytokine circuitry involving IL-10 

and IL-12 as counter-regulators has been proposed to control disease progression.35 In this 

context, compounds such as genistein might become useful in inflammatory disorders 

including MS. 

A pathological hallmark of MS is the infiltration of immune cells across the 

endothelium of the blood brain barrier and their subsequent entry into the CNS.43 

Leukocyte extravasation has been separated into discrete steps, which are associated with 

interacting pairs of selectins and their ligands, integrins and cell-adhesion molecules, and 

particularly chemokines and their receptors.44 To migrate into sites of inflammation, 

leukocytes must first tether and roll along the vessel before they firmly adhere and emigrate 

out of the microvasculature.45 In the current work we performed intravital microscopy to 

evaluate the leukocyte rolling and adhesion in the brain microvasculature of EAE mice.  

Previous studies have demonstrated the presence of chemokines in brain lesions and CSF of 
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MS patients.46-48 We noted a marked alteration not only in leukocyte rolling but also in 

leukocyte adherence, suggesting that genistein acts indirectly on interaction between cells 

and endothelium in the pial microvasculature by down-regulating inflammatory cytokines 

as discussed above. Even though we did not evaluate the determinant molecules involved in 

this process such as chemokines, integrins or cell-adhesion molecules, we cannot rule out 

that genistein might also act directly on them especially because phytoestrogens have 

significantly higher affinities for estrogen receptors-β, which are located in high 

concentration in the brain.49 In addition, experimental evidence reported that genistein 

inhibits important enzymes responsible for up-regulating adhesion proteins and 

integrins.50,51 

Taken together, our results suggest that genistein may be a potential and alternative 

application to immune system pathologies.  Limiting the activation and subsequent 

migration of immune cells into the CNS appears to be an interesting approach to 

developing a treatment for MS. 
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5. ANEXO 
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23-Oct-2007 
  
Dear Mr. De Paula: 
  
Your manuscript entitled "Genistein down-modulates proinflammatory cytokines and 
reverses clinical signs of experimental autoimmune encephalomyelitis" has been 
successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication 
in the Multiple Sclerosis Journal. 
  
Your manuscript ID is MSJ-07-0249. 
  
Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the 
office for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please 
log in to Manuscript Central at http://mc.manuscriptcentral.com/multiple-sclerosis  and edit 
your user information as appropriate. 
  
You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author 
Center after logging in to http://mc.manuscriptcentral.com/multiple-sclerosis . 
  
Thank you for submitting your manuscript to the Multiple Sclerosis Journal. 
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Multiple Sclerosis Journal Editorial Office.  
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