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Tabela 1

Modelos da Esclerose Multipla Autoimune
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1 INTRODUGAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca neuroinflamatéria que acomete o
Sistema Nervoso Central (SNC). Apesar da origem imunopatoldgica, possui também
um fator genético, que quando associado a um fator ambiental, como por exemplo o
contato prévio com alguns tipos de virus, resulta no aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica (BHE). Isso permite, segundo a literatura, que antigenos
anteriormente desconhecidos sejam apresentados ao sistema imune (COMINI-
FROTA et. al, 2016).

Como consequéncia dessa alteragdo é gerada uma resposta inflamatdria
mediada por linfécitos T. Algumas dessas células, capazes de sobreviver ao controle
timico durante a selecdo negativa por delecéo clonal, e que apresentam receptores
para componentes do SNC, sdo ativadas (HANDEL; IRANI; HOLLANDER, 2018).

Dessa forma, os linfécitos que foram ativados, sofrem quimioatracdo para o
SNC, atravessando a BHE (COMINI-FROTA et. al, 2016). Por fim, essas células
comegam a reagir a presenga dos antigenos, resultando em processos de
desmielinizacdo, dano axonal e morte de neurbnios e de oligodendrocitos (XIAO et.
al, 2018)

Os dados epidemioldgicos mostram que a EM afeta com maior frequéncia
jovens adultos, sendo que pessoas do sexo feminino sdo duas vezes mais acometidas
que pessoas do sexo masculino. No ano de 2016 a prevaléncia mundial foi de 30.1
casos a cada 100 000 habitantes (WALLIN et. al, 2019).

A doenca tem grande importancia na prevaléncia de paises do hemisfério norte,
como Japao, Canada e Estados Unidos. Sendo que nos dois ultimos, foram
registrados mais de 100 casos por 100.000 habitantes (BATALHOTE, 2017). No
Brasil, segundo dados fornecidos pelo ministério da saude, ha uma incidéncia de

aproximadamente 15 casos para cada 100.000 pessoas (BRASIL, 2018).

A EM é uma doenga que apresenta aspectos clinicos diferentes, atualmente
sendo classificada em quatro diferentes tipos de acordo com a presenga ou auséncia
de picos e remissdes de sintomas. Sendo assim, é classificada como: recorrente-

remitente, na qual o quadro clinico apresenta piora e melhora sem permanecer
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nenhuma sequela; progressiva secundaria, estado em que o paciente apresenta picos
sintomaticos, seguidos por melhora clinica, porém apresentam sequelas provenientes
do periodo de surto; progressiva primaria, caracterizada pela presenga de um curso
clinico com piora progressiva do paciente, sem periodo de remissao e progressiva
recidivante, em que o quadro clinico manifesta piora progressiva, apresentando picos
de piora dos sintomas (NEVES et. al 2017).

Atualmente, nao existe abordagem terapéutica para curar a EM, mas alguns
medicamentos sdo empregados a fim de reduzir a frequéncia e a gravidade das
recaidas referente aos periodos de surto (TORKIDSEN; MYHR; BO, 2015). Essas
drogas sao chamadas de terapias modificadoras da doenga (DMTs) e sdo compostas
por substincias imunomoduladoras. Essa terapia, muitas vezes €& usada em

associagao com drogas anti-inflamatorias (COHAN et. al, 2018).

No entanto, as DMTs sao mais eficazes nas fases iniciais do desenvolvimento
da EM, pois, quando os sintomas evoluem para a doenga progressiva, de carater
degenerativo, ndo existe tratamento com eficacia comprovada. Além disso, também

nao promovem diretamente o reparo da bainha de mielina (YU; LIU; HU, 2019).

Dessa maneira, os medicamentos objetivam retardar o primeiro estagio da
doenga, evitando assim, atingir a etapa degenerativa. Além disso, a falta de um padréo
na manifestacdo de sintomas dificulta a escolha dos medicamentos e, por
consequéncia, o sucesso do tratamento (COMINI-FROTA et. al, 2016). Ademais, as
DMTs sao drogas de possuem um alto custo e ocasionam seérios efeitos adversos
(WALLIN et. al, 2019).

Pelo exposto anteriormente, a busca por novas terapias deve ser uma
constante (YU; LIU; HU, 2019). Modelos animais sao utilizados como uma ferramenta
para estudar a fisiopatologia e testar novos tratamentos para a EM. A Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE) é o modelo animal mais difundido para mimetizar a
doencga (LIU et. al, 2018). A EAE pode ser induzida em diferentes espécies de
mamiferos, no entanto as caracteristicas clinicas da doenca sdo modificadas de
acordo com a linhagem genética do animal, a fonte do material antigénico e o modo
de aplicac&o do antigeno (BATALHOTE, 2017).
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A EAE pode ser induzida de duas formas distintas, sendo assim, classificada
em EAE ativa e passiva. A EAE ativa é caracterizada pela presenca da fase indutora
e efetora da doenga. O animal sofre imunizagdo subcutdnea com uma emulsao de
peptideos mielinicos, como a proteina oligodendrocitica da mielina (MOG), adjuvante
completo de Freund (CFA), (TERRY; INFERGAN; MILLER, 2016), Mycobacterium
turbeculosis e Toxina Pertusis. Ja a EAE passiva mimetiza somente a fase efetora da
doenca. Um animal naive recebe linfocitos Th1 CD 4+ adotivos retirados do bago ou
linfonodo de um doador previamente sensibilizado contra proteinas do SNC. Nesse
modelo, a doenga € mais acelerada e uniforme (BATALHOTE, 2017; TERRY;
INFERGAN; MILLER, 2016).

Este modelo é o mais aceito para mimetizar a EM por possuir semelhangas no
quadro clinico e histopatologico. Além disso, possuem processos fisiopatolégicos
mediados por células Th1 e Th17 (LIU et. al, 2018). A producao de citocinas pro-
inflamatorias como o interferon gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
a interleucina 17 (IL-17) e o oxido nitrico (NO) sdo mediadores inflamatorios tipicos
destes perfis celulares (ZHANG et. al, 2017).

Estudos recentes tém usado o EAE para testar substancias consideradas como
protétipos para a produgdo de novos medicamentos. Alguns exemplos s&o: o ostol,
uma cumarina proveniente do Cnidium monnier, com potente atividade anti-
inflamatadria, a berberina, um alcaloide isoquinolinco, extraida de espécies Berberis, a
licochalcona, chalcona proveniente da Glycyrhiza sp., entre outros. Essas substancias
tém acdo imunomoduladora, inibindo a producdo de mediadores inflamatorios
(CARVALHO, 2015).

Esses produtos de origem natural sdo muito utilizados desde a antiguidade para
obtencdo de substancias potencialmente ativas para o organismo. Muitas dessas
substancias que foram descobertas durantes os anos ainda tém grande importancia
na terapéutica, como a morfina, proveniente da Papaver somniferum, importante
analgésico (ZHANG et. al, 2019); os salicilatos obtidos da Salix alba, que deu origem
ao acido acetil salicilico, utilizado como analgésico e antipirético (MAISTRO et. al,
2020); a vincristina e vimblastina, isoladas da Catharrantus roseus; e o taxol, extraido
da Taxus brevifolia, todos esses empregados como agentes quimioterapicos (SECA;

PINTO, 2018). Ha, também, estudos recentes mostrando atividade de produtos
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naturais para o tratamento da EM, utilizando o modelo EAE, como é o caso do
fingolimode. (ZHANG, 2017).

Uma outra substédncia de origem natural € o partenolido, uma lactona
sesquiterpénica, que apresenta atividade bioldgica. E considerado o marcador da
espéecie Tanacetum parthenium. O extrato dessa planta é utilizado como medicamento
fitoterapico de notificagdo simples para a profilaxia da enxaqueca. Seu uso é
regulamentado pela ANVISA (SILVERIO, 2016). Além disso, demonstrou ser uma
substancia promissora por ter atividades anti-inflamatdrias e anti-cancer (FREUND et.
al, 2019).

Sabe-se que seu uso para enxaqueca e dor reumatica esta associado a
neuropatias provenientes de uma resposta inflamatodria. Esta substancia também
diminui a hiperalgia do nervo ciatico. Estudos in vitro sugerem que o partenolido
interfere em diversas vias celulares importantes como: a do fator nuclear-kappa B (NF-
KB), inibindo a expresséo de certas citocinas; a do sinal de transdutores e ativadores
de transcricdo (STAT’s), a do fator de transcricdo envolvido na diferenciagdo da
resposta Th17, e a de MAP quinases. Além disso, influencia a micréglia, a ativagao
de macréfagos na medula de ratos e fatores pronociceptivos espinhais (IL-1p, IL-6, IL-
18 e iINOS) e antinociceptivos (IL-10 e TIMP1) (POPIOLEK-BARCKZYK, 2015).

Contudo, sabe-se da importancia da Esclerose Multipla como doenca que
atinge individuos jovens em varias partes do mundo, e a necessidade da busca de um
tratamento efetivo (YU; LIU; HU, 2019). A bioprospecg¢ao de produtos naturais € uma
das maneiras de encontrar novas moléculas com atividades biologicas importantes
(ANGELONI; VAUZOUR, 2019). Além disso, sabe-se da relacdo do partenolido com
neuropatias associadas a processos inflamatérios, sendo um indicio para uma

possivel atividade em doengas como a EM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESCLEROSE MULTIPLA

A Esclerose Multipla € uma doencga multifatorial crénica que acomete o Sistema
Nervoso Central (SNC). E caracterizada pela presenca de um processo inflamatério
autoimune que gera a formagao de tecidos cicatriciais, denominadas placas
esclerdticas, as quais impedem a propagacdo adequada do impulso nervoso,
culminando em perdas permanentes ou transitérias das fungbées do mesmo
(PIMENTEL; TOLDRA, 2017).

Essas lesbes acometem mais especificamente a substancia branca
periventricular, a medula cervical, o tronco cerebral e o nervo oOptico. Ocorrem
alteragbes como desmielinizagao, gliose, danos axonais, astrocitose, causadas pela
infiltrac&o de linfocitos T e B, e ativagao da micréglia. Embora a etiologia desta doenga
ainda seja desconhecida, acredita-se que estdo envolvidos componentes genéticos
em associacgao a fatores ambientais que resultam no aumento da permeabilidade da
barreira hemanoencefalica (BHE) (GORIS, 2015).

Essa modificagdo da BHE permite a apresentagao de antigenos anteriormente
desconhecidos ao sistema imune. Entre eles estdo: a alfa-enolase, a alfa -cristalina,
a B-arrestina, a proteina proteolipidica de proteassomo, a S100-beta, a aquaporina-4,
a mielina de oligodendrdcito e a proteina basica de mielina. A partir deste momento
ocorre a ativagao de leucdcitos autorreativos para essas sustancias (ERRANTE,
2016).

A EM é uma doencga que afeta ambos os sexos. Estima-se que atinja cerca de
2,5 milhdes de pessoas no mundo. No entanto, mulheres sdo duas vezes mais
acometidas que homens e caucasianos sdo mais acometidos que negros (LARUSSA
et al., 2015; SIQUEIRA; PIRES, 2016). Além disso, adultos na faixa etaria de 18 a 55
anos sao comumente mais afetados (SANTOS, 2017; BRASIL, 2018).

Os hormdnios sexuais como os estrogénios, a progesterona, os andréogenos e

a prolactina apresentam efeitos moduladores do sistema imune. Dessa forma,
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influenciam o curso da MS. Esse fato pode explicar o porqué de as mulheres serem
mais acometidas pela doenga que os homens (VOSKUHL; MOMTAZEE, 2017).

Os estrogénios sao os principais horménios femininos de carater pro-
inflamatorio. Neste contexto, existe uma gama de genes responsivos a eles em todas
as células da imunidade inata e adquirida. Sendo assim, estas substéncias endégenas
sdo capazes de regular a atividade de varios componentes imunes. Dentre eles estéo:
os linfécitos B; as citocinas pré-inflamatérias como, por exemplo, TNF-a, INF-y e IL-6;
e as células da imunidade inata, como os macréfagos e células dendriticas
(YSRRAELIT; CORREALE, 2018).

A prevaléncia mundial para a doenca € de 30.1 casos para cada 100.000
habitantes. Entretanto, algumas regidées possuem uma prevaléncia ainda maior, como:
América do Norte (164.6 por 100.000 habitantes), Oeste da Europa (127 por 100.000
habitantes) e Australasia (91.1 por 100.000). J& na América do Sul, ha uma
prevaléncia menor, em torno de 22.7 casos por 100.000 habitantes (WALLIN et. al,
2019). Segundo o Ministério da Saude, no Brasil ha uma incidéncia de 15 casos para
cada 100.000 pessoas (SANTOS, 2017; BRASIL, 2018).

A discrepancia em relagao a prevaléncia em diferentes regides esta associada
aos fatores ambientais. Esses, por sua vez, podem estar relacionados com diversas
fontes, entre elas a relacdo com a baixa exposicao a luz solar e/ou menor nivel sérico
de vitamina D (FAYYAZI et. al, 2018)

A literatura aponta que niveis séricos de vitamina D mais elevados resultam em
uma menor incidéncia da EM, pois a mesma atua no sistema imunologico sobre
diversos mecanismos importantes como: atividade de macrofagos e mondcitos;
diferenciacao e proliferagcao de linfocitos T, produgcdao de isotipos especificos de
anticorpos por linfécitos B; e producdo de citocinas (SINTZEL; RAMETA; REDER,
2018).

Além disso, a manifestacdo da doenca também se baseia na exposicdo as
infeccbes bacterianas e virais, que atuam como gatilhos para o desenvolvimento da
mesma. Os agentes mais comuns incluem as bactérias Chlamydia pneumoniae e

Staphylococcus aureus e, os virus, Epstein-Barr e herpes virus humano 6. Eles sao
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capazes de ativar uma resposta imune por provavel mimetismo molecular com
proteinas proprias do hospedeiro (MORRADAN et. al, 2019).

Outro fator de risco para a EM é a informagao genética. Os genes do Alelo do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (HLA) sao fortemente relacionados aos
mecanismos patogénicos da doenga. Entretanto, as variantes genéticas podem ter
menor peso quando os fatores ambientais e o estilo de vida sdo controlados, pois,
estes, podem atuar como gatilhos para ativagao dos genes em questao (OISSON;
BARCELLOS; ALFREDSSOM, 2017).

O HLA de Classe Il (MHC classe Il) esta relacionado a susceptibilidade da
doenca em diferentes populagbées. Entre eles estdo: HLA DRB1*1501, que foram
associados a EM na América do Norte e na Europa; o HLA DRB1*1501, HLA
DRB1*0301 e HLA DRB1*0401 nos italianos e o haplétipo HLA DRB1*04 em turcos e
canadenses. No Brasil, o alelo HLA DRB1*1501 tem sido correlacionado a doenca em
brancos no Rio de Janeiro (SACRAMENTO et. al, 2018).

A EM se caracteriza por um curso heterogéneo, com sintomas que variam
conforme a area afetada, o que gera sintomas fisicos, cognitivos e emocionais
caracteristicos. Entre esses sintomas, sdo comuns a fraqueza, incontinéncia urinaria,
diplopia, ataxia, dor, disfungdes de equilibrio e de coordenacgao, entre outros (FILLIS,
2018).

Segundo a evolugao clinica, a doenga pode ser caracterizada em quatro formas
distintas: remitente-recorrente (EM-RR), primaria progressiva (EM-PP), secundaria
progressiva (EM-SP) e progressiva recorrente (EM-PR). Sendo que a forma mais
comum é a EM-RR, representando 85% de todos os casos no inicio do
desenvolvimento do quadro clinico, ao passo que a forma EM-SP é uma evolugao
natural da EM-RR em 50% dos casos apés 10 anos do diagnéstico. As formas EM-PP
e EM-PR perfazem 10% a 15% dos casos (NEVES, 2017; FILLIS, 2018; BRASIL,
2018).

Com base nas informagdes apresentadas a EM-RR foi a forma clinica utilizada
para o presente estudo, uma vez que apresenta o curso clinico mais comum da
doenca (Figura 1). Essa forma clinica é caracterizada por periodos de surto, nos quais

ha a ocorréncia de danos teciduais como, por exemplo, o processo de desmielinizagao



18

no SNC. Esse periodo é seguido por melhora espontanea dos sintomas, sem a
permanéncia de sequelas, podendo estar presente por varios anos (NEVES et. al,
2017).

O quadro clinico, por sua vez, pode evoluir para a forma secundaria
progressiva, no qual os periodos de surto passam a ocasionar danos permanentes
para o paciente, apesar de poder haver momentos de melhora do quadro (NEVES et.
al, 2017). Esses periodos sado definidos como eventos reportados pelo doente ou
observados, que sejam tipicos de um evento inflamatério desmielinizante agudo no
SNC, atuais ou retrospectivos, com duracéo de pelo menos 24 horas, na auséncia de
febre ou de infecgdo (MONTEIRO, 2016).

Ademais, a forma primaria progressiva apresenta uma progressao mais linear
da doenga, o qual apresenta periodos de surtos, mas ndo ha um momento de
remissao dos sintomas. Por fim, na forma progressiva recorrente, o quadro clinico
apresenta piora progressiva atingindo picos de piora dos sintomas (NEVES et. al,
2017).

Figura 1: Formas clinicas da esclerose multipla
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O diagndstico é estabelecido com base no relato clinico do paciente juntamente
com exames fisicos. Podem ser adicionados exames complementares como o0s
exames laboratoriais (analise do liquido cefalorraquidiano e hemograma) e os exames
neurorradiologicos (ERRANTE, 2016).

Atualmente, o diagndstico adotado pela comunidade cientifica € realizado com
base na revisao de 2010 dos critérios de McDonald, que utiliza exames clinicos, testes
laboratoriais e demonstracdo de disseminagao espacial e temporal das lesoes,
visualizados através de ressonancia nuclear magnética (GORIS, 2015; MONTEIRO,
2016; BRASIL, 2018).

Os tratamentos dos sintomas incluem: medidas nao farmacolégicas, como
reabilitacdo, modificacbes no estilo de vida, suporte psicossocial e procedimentos
cirargicos; e medidas farmacologicas, as quais utilizam-se de medicamentos de
primeira, segunda e terceira linha. Essas terapias objetivam o retardo da fase
degenerativa da doenga, tendo foco no componente inflamatério, sendo denominadas
terapias modificadoras da doenga (DMT’s). No entanto, esses tratamentos mostraram
ser apenas parcialmente eficazes para o tratamento da EM (BRASIL, 2018;
MARQUES et. al, 2018).

As terapéuticas de primeira linha incluem apresentagdes farmacolégicas do
interferon beta-1p (IFN-B-1pB), interferon beta-1a (IFN-B-1a) e acetato de glatirdmer
(BRASIL, 2019). O mecanismo de acao do IFN-3 ainda nao foi totalmente elucidado.
No entanto, acredita-se que possa ocorrer a inibicdo do desenvolvimento de células
Th1, desvio das respostas para o perfil de células Th2, supressao da producdo de
Interferon-gama (IFN-y) e indugéo de IL-10 (OLIVEIRA, 2017).

Ja o acetato de glatiramer € um imunomodulador que reage de forma cruzada
com a proteina basica da mielina e liga-se com afinidade as proteinas do Complexo
de Histocompatibilidade das células apresentadoras de antigenos. A partir de entao
ocorre a ativagao de ceélulas T- supressoras que levam a supressao da doencga. Além

N e e e

proliferagédo celular autoimune (MARQUES et. al, 2018; ANVISA, 2018).

Além disso, pode ocorrer alteragdao da expressdo de moléculas envolvidas no

trafego através da barreira hematoencefalica (BHE), restaurando esta barreira;



20

supressao das moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il induzidas
pelo IFN-y nas células do SNC e indugdo de mudangas na expressdo do fator

neurotroéfico, resultando em um possivel efeito neuroprotetor (OLIVEIRA, 2017).

Ja os medicamentos utilizados na terapéutica de segunda linha envolvem
aqueles de primeira linha que ainda nao foram escolhidos e, também, abrange, dentre
as possibilidades de escolha, a teriflunomida, o fumarato de dimetila e o fingolimode
(Brasil, 2019). Todos esses medicamentos apresentam agao imunossupressora,
sendo capazes de reduzir a frequéncia de recaidas e a progressao da incapacidade
na EM-RR (LORSCHEIDER, 2018).

A terapéutica de terceira linha inclui, especificamente, o Fingolimode. Essa
substancia é capaz de, apds sua fosforilagéo, agir sobre receptores para a esfingosina
1-fosfato (S1P), um mediador lipidico extracelular. Existem 4 subtipos de receptores
S1P, conhecidos como subtipos S1P1, 3, 4, 5, que se ligam ao fingolimod-
fosfato. Esses receptores sdo expressos em células envolvidas em processos
bioldégicos da EM. O S1P1 desempenha um papel fundamental no sistema imunitario,
regulando a saida de linfocitos dos tecidos linfoides para a circulagéo. Além disso, o
fingolimode atravessa a barreira hematoencefalica e pode, portanto, ter efeitos diretos
sobre o0 SNC (CHUN et. al, 2019).

Por fim, o tratamento de quarta linha emprega o uso do natalizumab (Brasil,
2019). Esse medicamento é o primeiro de uma classe de DMT’s conhecidos como
inibidores da molécula de adesao seletiva e atua impedindo os eventos inflamatérios
especificos que levam ao desenvolvimento de lesbées na EM. Células endoteliais
presentes no lUmen dos vasos sanguineos expressam a molécula de adesao celular
vascular-1 (VCAM-1) em locais de lesbes ativas. Essa molécula interage com a a4p1-
integrina, para que possa ocorrer os processos de adeséo, fixagcdo e transmigracao
de leucécitos através da BHE para o SNC. Natalizumab é um anticorpo recombinante,
humanizado, que se liga a a4B1-integrina e bloqueia a sua interagdo com VCAM-
1. Como resultado, a migragdo de leucocitos para o tecido cerebral é inibida,

reduzindo a inflamacéo e prevenindo a formagao de lesdes (CLERICO et. al, 2017).

Alguns estudos apontam, ainda, uma abordagem terapéutica empregando a

mitoxantrona, um quimioterapico, também utilizado como DMT’s. Estudos mostram
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que esse farmaco também é capaz de reduzir as recaidas e retardar a progressao da
EM (FOO; RUSSEL; FORD, 2020). Além disso, os glicocorticoides, que apresentam
atividade anti-inflamatéria e imunossupressora, também podem ser utilizados. O uso
do mesmo é recomendado a fim de tratar ataques agudos dos periodos de surto. Esta

abordagem é denominada de terapia de impulso (SONG et. al, 2020).

Além do exposto, tém surgido teorias sobre a utilizagado de células tronco, nas
quais o sistema imune do paciente seria eliminado e substituidos por novas células.
No entanto ndo é algo promissor, uma vez que pode oferecer riscos para a vida do
doente, além de atrair muitos produtos antiéticos e nao licenciados para o mercado
(BRORY, 2016).

Dessa forma, os medicamentos apresentados visam atingir os sintomas iniciais
da doenca, cujo quadro clinico caracteristico € a presenga predominante de
inflamagéao, sendo assim, quando os sintomas evoluem progressivamente, de maneira

degenerativa, ndo existe um tratamento totalmente eficaz (YU; LIU; HU, 2019).

Portanto, a busca por novos tratamentos para a doenga deve ser uma
constante, pois, além de nao haver um tratamento eficaz, a doencga é responsavel pela
incapacitacédo de jovens e adultos em todo o mundo. Além disso, os farmacos
utilizados na terapia apresentam fortes efeitos adversos e custos elevados,

ressaltando a importancia de novos estudos na area (WALLIN et. al, 2019).

2.2 IMUNOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA

O Sistema imune é um componente fisioldgico que é capaz de diferenciar o que
€ “proprio” e “ndo proprio”. Essa caracteristica protege o organismo contra a presenca
de patogenos. Esse controle € feito através de dois tipos de imunidades: a inata e a
adquirida. A imunidade inata faz uso de um enorme conjunto de receptores de
reconhecimento de padroes (PRRs) que irdo reconhecer moléculas associadas aos

patdgenos, sendo mediados por células fagocitarias (HUANG; CHEN, 2016).

Ja a imunidade adquirida é caracterizada pelas respostas de linfécitos T e B,
que sao células produzidas na medula éssea. As células T precisam ir até o timo,

orgao no qual sera concluido o processo de diferenciacao celular. As células T irdo
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apresentar receptores especificos para cada tipo de antigeno, enquanto células B irdo
produzir as imunoglobulinas (HUANG; CHEN, 2016).

As células T sao divididas em duas classes. Células TCD4+ e TCD8+. As
primeiras sao ativadas por peptideos apresentados por moléculas do Complexo de
Histocompatibilidade de Classe II (MHC Il), enquanto as do segundo tipo séo
acionadas por meio do MHC Classe | (BORGES et. al, 2017).

A esclerose multipla é mediada pelos linfocitos T autorreativos. Foram
descritos, mais especificamente, a populagcdo de linfocitos TCD4+. No entanto,
linfécitos TCD8+ também participam dos mecanismos de desmielinizagdo, tanto pelo
efeito citotoxico, quanto pela fungdo imunoreguladora. A populagdo de linfocitos
TCD4+ apresenta grande heterogeneidade quando se avalia os subtipos que séo
expressados. Entre eles: Th1, Th2, Treg e Th17 que sdo os grandes responsaveis
pela produgéo de citocinas. Essas, por sua vez, norteiam o processo inflamatério que
ocorre na EM (MORAES, 2017).

Quando uma célula apresentadora de antigeno (APC) apresenta o
determinante antigénico ao linfécito naive, via MHC de Classe Il e na presencga de IL-
12, é favorecida a resposta do tipo Th1. Este, por sua vez, sera o responsavel por
produzir citocinas pré-inflamatérias, principalmente o IFN-y, que ira circular pelo corpo
até atravessar a BHE onde atua aumentando o processo inflamatério no SNC através
da ativagao e do recrutamento de macrofagos. Essas células fagocitarias irdo, entao,
aumentar a produgao de TNF-a (GOBEL; RUCK; MEUTH, 2018).

A APC é o componente que determina qual tipo de resposta sera favorecida
utilizando-se da producao de citocinas pro- inflamatérias. Caso seja liberada IL-4, o
linfocito naive ira se diferenciar no subtipo Th2. Esta célula sera responsavel pela
producdo de outras citocinas, dentre elas a IL-10, importante para controlar a
patogénese da EM, por ser capaz de inibir a produ¢do destas interleucinas pro-
inflamatdrias (GOBEL; RUCK; MEUTH, 2018).

Em contrapartida, para a diferenciagdo em células Th17 € necessaria a
presenca das citocinas IL-6 e TGF-B. Estas células sdo geralmente encontradas em
areas inflamadas, juntamente com as células Th1, sendo responsaveis pelo processo
de desmielinizacdo (MORAES, 2017).
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Por outro lado, para que ocorra a diferenciagao celular para o perfil Treg Foxp3+
devem ser secretadas, principalmente, IL-10 e TGF-f. Esse subtipo é caracterizado
por controlar o processo inflamatério, podendo inibir a resposta inflamatéria Th17 por
meio da via de repressao do fator de transcricdo RORyT (DANIKOWSKI;
JAYARAMAN; PRABHAKAR, 2017).

Como abordado anteriormente, o perfil de citocinas produzido que determina o
tipo de resposta. Isso ocorre, pois, elas sao capazes de ativar os fatores de transcricéo
necessarios para a diferenciacdo de cada subtipo de célula T. Para o subtipo Th1
ocorre a ativacdo dos fatores de transcrigdo T- bet e STAT4, para o Th2, ocorre a
ativagao dos fatores de transcricdo GATA3 e STAT5, enquanto que para a linhagem
Th17 sao ativados STAT3 e RORyT. Por fim, para a diferenciacédo em linfocitos Treg
ocorre a ativacao dos fatores de transcricao FOXP3 e STATS (FONTES, 2013).

Figura 2: Vias de diferenciacao de linfocitos TCD4+
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A ativagao do sistema imune tem inicio nos tecidos periféricos, e pode ser

resultado de reagao cruzada direta ou de mimetismo molecular. Em seguida, ocorre a
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migracao dos linfécitos T para os nddulos linfaticos, onde alguns desses, juntamente
com células B infitram o SNC, onde ira ocorrer a liberacdo de mediadores
inflamatdrios, que irdo romper a BHE e atrair grande quantidade de fagdcitos e
linfécitos, culminando assim no processo de desmielinizagdo e danos neurolégicos
(ZEPHIR, 2018). A migrac&o dessas células para o SNC s é possivel devido ativacéo
de moléculas de adeséao intercelular (ICAN-1) e vascular (VCAM-1) (CLERICO et. al,
2017).

A fisiopatologia da EM é caracterizada pela presenca de um perfil de resposta
celular. A populagcdo TCD4 origina os subtipos Th1, Th2 e Th17, porém, as respostas
Th1 e Th17 s&o as principais causadoras dos danos teciduais encontrados nesse
disturbio autoimune. Além disso, ha também, o subtipo celular Treg que atua como
um regulador do processo inflamatério, com a finalidade de reduzir os danos

excessivos ocasionados pelos demais componentes (SALEHI et. al, 2016).

Essas células regulatorias podem operar por diferentes mecanismos. Entre eles
estdo a supressao por contato fisico entre células Treg e CD4 efetora, inibindo a célula
T ativada, a producdo de substancias inibitérias como a IL-10 e o fator de
transformacao do crescimento beta (TGF-1). E, por fim, por atividade citotoxica no
qual os linfécitos Treg liberam granzimas e perforinas levando a citélise da célula-alvo
(GLIWINSKI; IWASZKIEWICZ-GRZES; TRZONKOWSKI, 2017).

Além disso, também estao envolvidas na patogénese da EM as células TCD8+,
qgue encontram -se localizadas, principalmente, nas lesdes dos neurénios e na regiao
perivascular. Elas interagem com células que expressam o Complexo de
Histocompatibilidade da Classe | (MHC 1), que é expresso por todas as células

nucleadas, formando assim, sinapse imunologica (SABATINO et. al, 2019).

O mecanismo de citotoxicidade do linfécito TCD8+ pode ser mediado pela
secrecao de granulos liticos contendo perforina e granzimas, o que leva a apoptose
da célula, ou pela interacdo do Fas ligante (FasL) com Fas que é expressada nos
neurdnios. Dessa maneira, estes mecanismos sdo responsaveis pelos efeitos
patogénicos das células TCD8+, cronificando o processo de desmielinizagao
(NIEROP et. al, 2017).
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Além destas células, os linfocitos B também desempenham papel importante
na patogénese da EM, sendo responsavel pela produg¢ao de anticorpos reagentes aos
autoantigenos do SNC (SIQUEIRA; PIRES, 2016).

O processo inflamatoério gerado pela migracdo de células do sistema imune
para o SNC culmina na formacdo de uma cicatriz, denominada esclerose. Esta
formacéo visa conter este processo inflamatério, no entanto ocorre a perda da fungao
tecidual do local. Essas cicatrizes irdo aparecer em varias regides do SNC
(CHIQUETT!I et. al, 2018). Segue abaixo uma imagem ilustrativa da patogénese da
EM.

Figura 3: Patogénese da Esclerose Multipla |: apresentacao de antigeno pelas APC
II: proliferagdo e diferenciagcdo de células T efetoras, lll: liberacdo de citocinas
favorecendo a migragao e infiltragcdo de células T para o SNC, IV: aumento da
permeabilidade da BHE pelas moléculas de adesao celular, V: células T efetoras
ativam astrécitos a liberarem citocinas pré-inflamatérias, VI: microglia apresenta
fragmentos de mielina aos linfocitos T efetores reativando-os no SNC, VII: processo
de desmielinizagdo envolvendo perda de oligodendrdcitos e dano axonal. GPCR:
receptor das células imunes acoplado a proteina G.
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2.3 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

Com o objetivo de estudar a Esclerose Multipla, podem ser utilizados modelos
animais que possuam um seguimento patoldgico semelhante ao da doenga. Nenhum
desses modelos sdo capazes de replicar todos os estagios da EM. Dessa forma, cada
um deles apresentam vantagens e desvantagens em sua utilizagdo. A maioria destes,
sao capazes de gerar processos de desmielinizacao semelhantes ao da EM, podendo
ser induzidos por virus ou toxinas (BJELOBABA et. al, 2018). O modelo, até entéao,
mais difundido e aceito para este fim, € a encefalomielite autoimune experimental
(SANTOS, 2017).

No entanto, diferentemente da EM, a EAE se desenvolve a partir de uma
imunizagao externa, com antigenos ou linfécitos ativados, ao passo que a EM se
desenvolve naturalmente no individuo. Essa diferenca € uma desvantagem do
modelo, pois dificulta o estudo das caracteristicas iniciais da patologia (JUNQUEIRA,
2015). A imunizagao externa pode ocorrer de duas maneiras, sendo elas de forma
ativa, através de componentes da bainha de mielina, ou de forma passiva, através da
transferéncia de linfocitos TCD4+ sensibilizados a esses componentes (BJELOBABA
et. al, 2018).

As proteinas presentes na mielina sdo caracterizadas como os autoantigenos
da doenga, e sédo responsaveis pela ativagao da produgao dos autoanticorpos. Alguns
exemplos sdo: a proteina basica da mielina (MBP), o proteolipideo da mielina (PLP),
a glicoproteina de oligodendrocitos associado a mielina (MOG) (GLATIGNY;
BETTELLI, 2018).

Além disso, também é necessario o uso de outras substancias, como o
adjuvante completo de Freund (CFA), o Mycobacterium turbeculosis e a Toxina
Pertusis, que atuam aumentando a resposta inflamatéria gerada (TERRY;
INFERGAN; MILLER, 2016).

Existem variagbes do modelo EAE, pois, podem ser utilizados diferentes tipos
de linhagens de animais, e diferentes formas de indugdo. O primeiro modelo
reconhecido de EAE foi um modelo em primata, utilizando o macaco Rhesus, no ano

de 1935. Os pesquisadores Rivers e Schwentker, induziram a EAE com imunizagbes
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repetidas, utilizando extrato de cérebro de coelho, sem o uso de coadjuvantes. No
entanto, esse modelo, apresentou algumas caracteristicas distintas da doenga no
humano (GLATIGNY; BETTELLI, 2018).

Com o decorrer dos anos, passaram a ser utilizados varios outros tipos de
animais, sendo que os roedores (camundongos, ratos, porquinhos da india) ou
primatas ndo humanos foram identificados como susceptiveis a inducéo ativa da EAE
por via subcutadnea, podendo ser empregado para o estudo da EM (BJELOBABA et.
al, 2018).

Entre estas formas de inducdo, tem sido muito utilizada a imunizagado de
camundongos da linhagem C57BL/6 pelo peptideo MOG. Esse modelo é
caracterizado pelo processo de desmielinizagcdo e lesbes do nervo oOptico e da
substancia branca do cérebro e medula, sendo mediado por células Th1 e Th17. Além
disso, podem ser utilizados camundongos geneticamente modificados, capazes de
apresentar uma maior resposta imune, apresentando uma forma mais grave da
doencga (JUNQUEIRA, 2015). Segue abaixo uma imagem ilustrativa das proteinas

antigénicas da bainha de mielina dos neurdnios do SNC.
Figura 4: Proteinas antigénicas da bainha de mielina
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Fonte: JUNQUEIRA, 2015

Dessa forma, conclui-se que as caracteristicas clinicas do modelo dependem
de muitas variaveis como o antigeno escolhido, o tipo de coadjuvante utilizado, a
espécie, estirpe, sexo e idade dos animais. As manifestagdes da doenca iniciam-se

por um processo de paralisia ascendente, com inicio da cauda, passando por
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membros posteriores, podendo chegar a um quadro de tetraplegia. No entanto, o

curso clinico pode ocorrer de forma aguda monofasica, crénica ou remitente-

recorrente (DIAS, 2016). O presente trabalho utilizou o modelo destacado abaixo por

apresentar o curso clinico mais comum da EM nos humanos. Segue abaixo uma

tabela com os modelos classicos da EAE.

Tabela 1: Modelos da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)

Curso da doenga Animal Antigeno Linhagem
Remitente- Camundongo PLP: 139-151 SJL/J
recorrente
Remitente- Camundongo | Baixa dose MOG: 35-55 C57BL/6

=> recorrente
Remitente- Rato MOG: 1-125 Dark agouti
recorrente
Cronica Camundongo MOG: 35-55 C57BL/6
Crbnica Camundongo PLP:178-191 C57BL/6
Crénica Camundongo MP4 C57BL/6
Cronica Rato MOG Lewis N1
Aguda Camundongo PBM B10.BL
Monofasica
Aguda Camundongo PBM PL/J
Monofasica
Aguda Rato PBM Lewis
Monofasica

Fonte: Adaptado de DIAS, 2016

Por fim, as semelhangas entre o quadro fisiopatoléogico da EAE com a EM

permite o estudo comparativo entre ambas, destacando-se: a debilidade motora, o

infiltrado inflamatério e o processo de desmielinizacdo. Sendo assim, esse modelo

animal possui caracteristicas promissoras para o estudo da EM (CHUHUTIN et. al,

2020).
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2.4 PRODUTOS NATURAIS E NOVOS TRATAMENTOS

Os produtos de origem natural sdo muito utilizados desde a antiguidade para
obtencdo de substancias potencialmente ativas para o organismo. Essas fontes
sempre tiveram um papel importante para o desenvolvimento de farmacos,
cosméticos, fragrancias, e outros bioprodutos. Isso ocorre, pois apresentam grande
diversidade estrutural e de grupos funcionais, sendo os metabdlitos secundarios os
mais estudados para atividade biol6gica (BOLZANI, 2016).

Muitas dessas substancias descobertas ao longo dos anos ainda possuem
grande importancia na terapéutica. Um farmaco muito importante oriundo de produto
natural (PN) foi o Taxol, um diterpeno isolado da Taxus brevifolia. Este farmaco foi um
importante protétipo para a produgao de medicamentos antitumorais (SECA; PINTO,
2018). Ha, também, estudos recentes mostrando atividade de PN para o tratamento
da EM, utilizando o modelo EAE, como € o caso do fingolimode, um farmaco ja

utilizado como tratamento de segunda linha para a EM (ZHANG, 2017).

Diversas outras substéncias s&o estudadas e testadas no modelo animal em
questao, entres elas, pode-se citar alguns exemplos de moléculas com capacidade
imunomodulatéria, como o ostol, uma cumarina proveniente do Cnidium monnier, com
potente atividade anti-inflamatoria, a berberina, um alcaloide isoquinolinco, extraida
de espécies Berberis, a licochalcona, chalcona proveniente da Glycyrhiza sp. entre
outras (FONTES, 2014; CARVALHO, 2015).

Além do citado anteriormente, outras plantas tem sido estudas por sua
potencial atividade anti-inflamatéria. Entre elas, estao plantas da familia Asteraceae,
também conhecida como Compositae, que reune mais de 1.600 géneros e 23.600
espécies, sendo a segunda maior familia existente. No Brasil ha aproximadamente
196 géneros e 1900 espécies pertencentes a esta familia, reunindo estudos em
diversas areas, dentre eles estdo os estudos morfoanatémicos, os citogenéticos, os

fitoquimicos e os farmacologicos (GUERREIRO et. al, 2016).

Dentre os importantes géneros de Asteraceae encontra-se o Tanacetum L.
Espécies desse género sao ricas em 6leos essenciais e lactonas sesquiterpénicas e

tém sido utilizadas popularmente como antiparasitaria e para tratar a enxaqueca
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POPIOLEK-BARCKZYK, 2015; SILVERIO, 2016). No entanto alguns estudos
farmacolégicos comprovaram atividade anti-inflamatdria, antibacteriana e antifungica
para espécies do género. Sao plantas encontradas principalmente no leste Europeu e
Asia menor, podendo ser encontrados também em alguns paises da Africa e
Américas, incluindo o Brasil (GUERREIRO et. al, 2016).

A espécie Tanacetum parthenium apresenta um importante marcador,
substancia denominada partenolido, com potencial atividade anti-inflamatéria. E
encontrada em maior concentragao nas folhas e flores da espécie. Trata-se de uma
lactona sesquiterpénica da classe dos germacrolideos. Sendo assim, € uma molécula
proveniente da rota biossintética dos terpenos (OSORIO; GARSIA, 2019).

E uma molécula derivada da uni&o de trés unidades de isopreno, que da origem
inicialmente ao germacreno, molécula de 15 atomos de carbono em sua estrutura
(SCHEPETKIN et. al, 2018). Essa molécula sofre uma oxidagdao no C12 e uma
hidroxilagcdo no C6 para a formacao do anel lacténico, formando assim o partenolido
(CARVALHO, 2015). Segue abaixo sua férmula estrutural.

Figura 5: Estrutura quimica do partenolido

Fonte: CARVALHO, 2015

Outra importante informacéao, em relacao a esta substancia, foi sua propriedade
anticancerigena por agir estimulando a apoptose celular (MIGLIO et. al, 2015). Essa
propriedade esta relacionada com a inibicdo da via do fator nuclear NF-KB, que esta
associado a regulagéo da expresséo génica de diversas citocinas. Além disso, opera

sobre o fator de transcricdo STAT3, o que controla a resposta celular Th17. Sendo
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assim, o partenolido € uma molécula promissora para a modulagao da resposta imune
na EAE (DEY; SARRAR; GIRI, 2016).

Além disso, o partenolido pode modular a resposta imune por redugao da
expressao de interleucinas como: IL-6, IL-2 e a IL-13; de TNF-a e de enzimas como a
COX-2 e a iINOS em orgaos como bacgo e figado. Como todos estes fatores estao
envolvidos no aumento do processo inflamatorio, pode ser esperado que essa inibicao
resulte em um efeito anti-inflamatério (CARVALHO, 2015).

Em um estudo realizado por Smolinsk e Pestka (2005) foi demonstrado efeito
supressor do partenolido sobre a resposta imune em camundongos, utilizando LPS
para induzir o processo inflamatorio. Foram analisados os perfis de IL-6, TNF- o e IL-

1B presentes no sangue, bago e figado por ELISA.

Outro estudo, realizado por Zhao e colaboradores (2012), foi utilizado o modelo
de colite experimental induzida por Sulfato Sédico de Dextrano em camundongos.
Estes foram tratados com o partenolido e foi constatada a melhora do quadro de colite

e drastica reducéo na producao de TNF- a e interleceucinas pré-inflamatdrias.

Zhang e coloboradores (2017) realizaram experimentos in vitro e in vivo e,
também, obtiveram resultados promissores quanto a atividade anti-inflamatéria do
partenolido. Foi observada a capacidade dessa molécula de reduzir a produgao de
citocinas pro-inflamatérias como: TNF-a, IFN-y, IL-18 e IL-17. Além disso, esse
composto diminuiu a ativacdo de células do subtipo Th1 e Th17 no inicio do

desenvolvimento do modelo animal utilizado, a neurite autoimune experimental.

Visto isso, € notéria a importancia de se buscar substancias capazes de
melhorar o quadro clinico da EM, principalmente por se tratar de uma doencga
neurodegenerativa que acomete individuos jovens e em idade produtiva. Encontrar
um tratamento com um menor custo e menores efeitos adversos em relagdo aos ja

disponiveis corroboram para a melhor qualidade de vida dos pacientes.

Dessa maneira, visto as qualificacbes promissoras do partenolido como
molécula imunomoduladora com ag¢ao tanto sobre a resposta Th1 quanto sobre a
resposta Th17 (ZHANG, 2017), ambas envolvidas na patogénese da EM, o presente

trabalho visa avaliar a agdo do partenolido como possivel imunomodulador no
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processo patogénico da Esclerose Multipla. Para isso, foi utilizado o modelo animal
da EAE com a finalidade de estudar as alteragdes histopatolégicas e imunoldgicas da

doenca frente ao tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do partenolido sobre os aspectos histopatolégicos do SNC,

empregando a EAE como modelo de estudo da EM.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos do partenolido sobre um padrao histologico no SNC,
utilizando coloragdes realizadas por Hematoxilina e Eosina;

e Investigar os efeitos do partenolido sobre um padréo histologico no SNC por
imunohistoquimica, por meio da determinacao de células que expressam iNOS,
T- bet, GATA-3, IL-17, TGF-B1 e TGF-B2;

e Correlacionar os resultados e analisar in situ o efeito imunomodulatério do
partenolido sobre as respostas Th1, Th2 e Th17 no modelo de esclerose
multipla (EAE).



34

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTO DE INDUCAO DA EAE E ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados cortes histolégicos provenientes de um estudo anterior, o qual
foi previamente aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora, pelo protocolo 029/2013 (FONTES, 2013).

Os animais, provenientes do Centro de Biologia da Reprodugado (CBR), tinham
de 8 a 12 semanas de vida. Ao todo foram utilizados 17 animais para o estudo. Estes
foram divididos em 4 grupos e eutanasiados no 19° dia ap6s a indugao da EAE (pico
da doenga). Segue abaixo a caracterizagédo da divisdo dos grupos.

Grupo | (Controle negativo): camundongos C57BIl/6 sem inducdo da EAE
(n=3);

Grupo Il (EAE): camundongos C57BI/6 com a indugé&o da EAE (n= 5);

Grupo lll: camundongos C57BI/6 com a indug¢ao da EAE e tratados com 2,5

mg/Kg/dia de partenolido (n=4);

Grupo IV: camundongos C57BI/6 com a inducdo da EAE e tratados com 5,0

mg/Kg/dia de partenolido (n= 5).

Para inducédo da doenca, todos os animais foram sedados e os dois lados da
base da cauda foram raspados a fim de remover os pelos para que fosse realizada a
imunizagao por via subcutanea. Foram utilizados 100 pl de emulsao antigénica. Essa
emulsao é constituida por 100 ug de peptideo MOGss.55 (Sigma Chemical Co., Saint
Louis, EUA) adicionado a 100 pl de PBS estéril (1:1); e por adjuvante de Freund
(Sigma), complementado com 400 ug de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco

Laboratories, Detroid, EUA), na concentracéo de 4 mg de bactéria por ml de adjuvante.

Ambas as fases da emulséo foram preparadas separadamente, e em seguida,
emulsificadas. A fase aquosa da emulsao (MOGss-s5 e PBS) foi agitada em voértex por
dois minutos e adicionada a fase organica (adjuvante de Freund e Mycobacterium
tuberculosis) em banho de gelo. O Mycobacterium tuberculosis foi previamente

macerado por dois minutos para sua devida ativagao.
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ApoOs essa etapa, a emulsao foi misturada em seringa, envolvida em papel
aluminio e refrigerada por cerca de uma hora para posterior administragédo no animal.
Além disso, no dia da imunizagdo e logo apés 48 horas, foram injetados 300 ng de

toxina Pertussis (Sigma), por via intraperitoneal, com a finalidade de romper a BHE.

Por fim, apés o aparecimento dos sintomas no 13° dia, o partenolido foi
administrado por via oral (gavagem, agulha de 20 mm), suspenso em PBS, na dose
de 2,5 mg/kg/dia e 5,0 mg/kg/dia até ser atingido o pico da doenga, momento o qual

o0s animais foram eutanasiados.

42 OBTENGCAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE
HISTOPATOLOGICA

Apos a eutanasia foram retirados cérebro, cerebelo e medula, os quais foram
armazenados em solugdes fixadoras de formol tamponado a 10% (4 gotas de fosfato
de sdédio monobasico; 6,5 g de fosfato de sddio difasico; 10 ml de formol P.A e 900 mi

de agua destilada.

Ap0s a dissecgao os tecidos foram desidratados em concentragdes crescentes
de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de uma hora cada, sendo que foram
realizados 3 banhos em alcool absoluto. Posteriormente, o material sofreu processo
de clarificacdo em 3 banhos consecutivos de xilol de uma hora cada. Por fim, foi
submetido a impregnacgao de parafina em estufa a 58° C e a inclusdo da parafina a
temperatura ambiente. Os cassetes histoldgicos foram estocados para preparagao de
laminas para a coloracao histoldgica e para a técnica de imunohistoquimica. Cada um
deles foi cortado em micrétomo modelo “820” Spencer com espessura de 5 pym
(CORREA; VIEIRA, AARESTRUP, 2010).
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Figura 6: Cassetes histolégicos contendo os érgaos em parafina

Fonte: do autor

4.3 DESPARAFINIZACAO

O procedimento de desparafinizagao foi precedido antes de cada coloragao.
Para isso, foi utilizado o POP estabelecido no CBR/ UFJF:

1) Desparafinizagdo em estufa a temperatura de 60°C por 30 minutos;

2) Desparafinizagdo em 3 banhos de xilol (xilol I, xilol Il, xilol Ill) por 5 minutos
cada;

3) Hidratagao dos tecidos por meio de banhos em alcool etilico em concentragbes
decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada.

4) Lavagem em agua corrente por 3 minutos;

5) Lavagem em agua destilada por 1 minuto;

6) Montagem das laminas com laminula e entellan.

Figura 7: Esquema de desparafinizagao e hidratagao dos cortes histolégicos

Fonte: do autor
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4.4 COLORAGAO HISTOLOGICA: HEMATOXILINA E EOSINA

Esse tipo de coloragao € utilizada para o estudo de alteragdes histolégicas no
tecido pesquisado. Nesse trabalho foi utilizada com a finalidade de avaliar a presenga
de processos inflamatorios no SNC. Para isso, apos o processo de desparafinizacao,
foi realizada a coloragdo com a Hematoxilina de Harris, que ficou em contato direto
com o tecido por 15 minutos. A solugao de Hematoxilina de Harris foi preparada da

seguinte forma:

1) Uma solugédo contendo 5 g de hematoxilina, dissolvida em 500 ml de
alcool absoluto, foi incorporada a uma solugdo de 100 g de alumen de
amoénio em 1L de agua destilada aquecida;

2) As solugdes misturadas foram levadas a fervura com agitagao constante
utilizando um bastao de vidro;

3) Adicionou-se 2,5 g de 6xido de mercurio lentamente, e a mistura foi
mantida em aquecimento até atingir a tonalidade purpura escura;

4) Foi realizado o resfriamento rapido da solugao formada em banho de
agua fria;

5) Foi adicionado 2 a 4 ml de acido acético glacial por 100 ml de solu¢ao
para melhorar a coloragao nuclear;

6) A solugao foi filtrada e guardada ao abrigo da luz;

7) Em um segundo momento foi utilizada a solugado de eosina 1% e a
diferenciagdo com etanol a 70%.

8) As laminas coradas foram, entdo, desidratadas, diafanizadas em xilol e

montadas com entellan e laminula.

4.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Os cortes dos tecidos foram feitos com 5 um de espessura, e foram colocados
em laminas silanizadas (3- aminopropyltriethoxysilane; Sigma Aldrich Inc., Saint Louis,
MO, USA). Primeiramente foram desparafinizadas como descrito no item 4.3 e, sem
seguida, foi usado o sistema peroxidase/ anti-peroxidase avidina- biotina para essa

coloragéo. Segue abaixo a descrigao do procedimento.
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Foi realizada a lavagem das laminas em agua destilada por 2 minutos;
Foi feito o bloqueio da peroxidase endégena com 3 % de perdxido de
oxigénio por duas vezes de 30 minutos em camara escura;

A recuperacao antigénica foi feita em banho maria 4 92 °C em PBS por
40 minutos;

O material foi resfriado a temperatura ambiente durante 20 minutos;

Foi realizada uma lavagem com PBS;

As laminas foram circuladas, com uma caneta hidrofébica, de maneira a
envolver o material histoldgico ali presente evitando assim o desperdicio
dos reagentes;

Foram adicionadas 4 gotas de Background Sniper, uma solugao
contendo caseina, utilizada como agente bloqueador, para reduzir
ligagdes inespecificas.

Apds 15 minutos em camara umida foi retirado o excesso com papel
toalha.

Foi feito, em seguida, a incubagdao com o anticorpo primario (anticorpo
policlonal de coelho anti-iINOS, anti-T bet, anti-GATA 3, anti-IL-17, anti-
TGF-B1 e anti-TGF-B2 (Santa Cruz Biotechnology, Brasil), diluidos na

concentracado de 1:100, por uma hora.

Figura 8: Laminas incubadas com anticorpo

Fonte: do autor

10) Ap6s decorrido o tempo necessario, foi feita mais uma lavagem com

PBS por submersao durante 2 minutos;

11) Foi adicionado 4 gotas do Link Universal Trekkie (anticorpo secundario)

por 20 minutos em camara umida, e o excesso foi retirado com papel

toalha;
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12) Foi feita mais uma etapa de lavagem com PBS por 2 minutos;
13) Foi adicionada 2 a 3 gotas do Trek avidin HPR Label streptavidina por
10 minutos para formagao do complexo avidina-streptavidina (Fig. 9);

14) Logo ap0ds foi efetuada mais uma lavagem com PBS.

Fig. 9: Sequéncia de reagbes em imunohistoquimica
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15) As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Erlich (4 gotas por
2 minutos e 30 segundos), seguida de duas lavagens de 5 minutos com
agua destilada;

16) Foi feita a etapa de desidratagdo com alcool, diafanizagdo com xilol e
montagem com laminula e entellan;

17) Os cortes foram analisados e contados em microscopico 6ptico no
aumento de 400 vezes e foram separadas 10 fotografias por sessao das
areas do SNC (medula, cérebro e cerebelo) (Zeiss Axiostar, Zeiss,

Germany).
4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

4.6.1 Avaliacao microscoépica descritiva e histomorfométrica

Com o objetivo de investigar as alteragdes histopatologicas da EAE no SNC
frente ao tratamento com partenolido, foi avaliada a presenca de infiltrados

inflamatodrios, celularidade glial, organizacdo da bainha de mielina e alteragbes
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vasculares. Os cortes foram observados, inicialmente, no aumento de 200x. Apds
isso, foram selecionadas areas anatomicas, representativas de cada érgéo (medula
espinhal, cérebro e cerebelo), para analise descritiva dos campos e para captura por
imagem computadorizada (aumento de 400X) (camera digital Axion vision C5

acoplada ao microscopio optico Zeiss).

As fotomicrografias digitalizadas foram, em seguida, submetidas a
histomorfometria semi-automatica (ZEN 2012® Zeiss) para quantificagdo de células
inflamatdrias por campo. Os valores sdo expressos em médias aritméticas simples por

grupo de animais.

4.6.2 Avaliagao in situ da expressao dos anticorpos: anti-iINOS, anti-T bet, anti-
GATAZ3, anti-IL17, anti-TGFp1 e anti-TGF32

Todos os cortes foram observados inicialmente em um aumento de 200 vezes,
e fotografados no aumento de 400 vezes, por dois profissionais com formacéao e
experiéncia em histopatologia. Em seguida, foram selecionadas 4 areas
anatomicamente representativas de cada 6rgao: cerebelo, cérebro e medula, para a
captura digital por sistema computadorizado (camera digital Axion vision C5 acoplada
ao microscopio optico Zeiss). A imunohistoquimica foi realizada para avaliar a
expressao de iINOS, T- bet, GATA-3, IL-17, TGF-B1 e TGF-B2. Foram consideradas

positivas as células que apresentaram coloragdo acastanhada.

A quantificacdo das células positivas foi operada por histomorfometria semi-
automatica (ZEN 2012® Zeiss) (Figura 10) e o resultados foram expressos em
porcentagem de células, no qual a referéncia foi o numero total de células (100%)

presente por campo (células positivas e células negativas).
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Figura 10: Interface do programa ZenBlue 2012, Zeiss (Alemanha) indicando como

€ realizada a analise semi-automatica das células

Fonte: do autor

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram feitos testes paramétricos: teste de Kruskal- Wallis seguido por Tukey.
A execucao foi realizada pelo programa GraphPad (GraphPad inStad software, San
Diego, CA).

4.8 RESUMO DAS ATIVIDADES

Segue abaixo um esquema sequencial referente a ordem de execuc¢ao de cada
etapa metodologica desse estudo.



Figura 11: Esquema sequencial do trabalho realizado
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5 RESULTADOS
5.1 COLORAGAO DE HEMATOXILINA E EOSINA

A observacgao da figura 12 permite a visualizagao das caracteristicas do tecido
nervoso dos animais dos grupos: controle negativo, EAE, tratado com a dose de 2.5
mg/Kg/dia e tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia. Em relagdo ao grupo controle
negativo, pode-se observar que, tanto no cerebelo (Fig. 12 A) quanto no cérebro (Fig.
12 B) e na medula (Fig. 12 C), ndo ha presengca de infiltrado inflamatério,

apresentando, assim, caracteristicas compativeis com a normalidade.

No grupo EAE nota-se, no cerebelo (Fig. 12 D), a presenga de infiltrado
inflamatério mononuclear difuso, com aumento da celularidade glial e de células
mononucleares, tanto na substancia branca quanto na cinzenta, inclusive proximas
aos vasos da meninge. Além disso, os feixes de mielina apresentam-se de forma rara

e desorganizada.

No cérebro (Fig. 12 E) é observada a presencga de infiltrado inflamatério misto
e difuso, além de numerosas células mononucleares e neutrofilos nas regides
corticais, com inflamac&o focal. E notada a presenca de grande quantidade de células
gliais, inclusive préximas aos vasos da meninge. Os vasos sanguineos apresentam-
se com maior dilatagcdo na substancia branca e na substancia cinzenta. Ademais, ha

auséncia total de organizagao da mielina.

Na medula (Fig. 12 F) pode-se observar a presenga de infiltrado inflamatdrio
mononuclear misto e difuso, com algumas regides focais de inflamagao. Além de
grande celularidade glial e vasodilatagdo nas substancias cinzenta e branca, com

auséncia total de organizagao da mielina.

O grupo tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia apresenta, no
cerebelo (Fig. 12 G), infiltrado inflamatério mononuclear difuso intenso. Além do
aumento da celularidade glial total, com células mononucleares aumentadas, também,
préoximas aos vasos dilatados nas substancias branca e cinzenta. Os feixes de mielina

estdo presentes de forma desorganizada e discreta.
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No cérebro (Fig. 12 H), é observado o aumento da celularidade glial total, com
células mononucleares aumentadas, também, préximas aos vasos dilatados das
substancias branca e cinzenta. Os feixes de mielina apresentam-se de maneira

desorganizada e discreta.

Na medula (Fig. 12 I), & constatada a presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear difuso, com aumento na celularidade glial total. Além disso, € notado o
aumento de células mononucleares nas substancias branca e cinzenta, inclusive
proximas aos vasos da meninge. Os feixes de mielina apresentam-se de maneira

desorganizada e discreta.

Ja no grupo tratado com partenolido na dose de 5.0 mg/Kg/dia, no cerebelo
(Fig. 12 J), a substancia branca apresenta caracteristicas de remielinizagéo, porém
com feixes desorganizados em algumas regides. Na substancia cinzenta, a
celularidade encontra-se normal, enquanto que, na substancia branca, aumentada,
com discretas células mononucleares difusas. Ademais, 2 animais (50%) apresentam
caracteristicas compativeis com a normalidade, exceto por discreta desorganizagao

da substancia branca (bastante mielina, mas desorganizada em algumas areas).

No cérebro (Fig. 12 K), as regides corticais apresentam maior celularidade glial
na substancia branca, com presenca de feixes de mielina quase totalmente
organizados. E notada a presenca de infiltrado inflamatério discreto e difuso

mononuclear, com discreta vasodilatagao capilar nas substancias branca e cinzenta.

Na medula (Fig. 12 L), a substancia cinzenta apresenta-se com infiltrado
inflamatdério mononuclear difuso e discreto. Ja na substancia branca, poucas células
esparsas, com pequenas areas de infiltrado inflamatério focal associado aos vasos da
meninge. Em relacdo a organizacao da mielina, a mesma apresenta organizagao

“intermediaria”.

O grafico 1 apresenta a quantidade de leucécitos por campo nos grupos:
controle negativo, EAE, tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia e tratado
com partenolido na dose de 5.0 mg/Kg/dia. Para o grupo controle negativo a
quantidade leucécitos por campo é de 6.66 £ 3.09 para o cerebelo, 7 £ 2.59 para o
cérebro e 5.27 + 4.56 para a medula. Para o grupo do EAE os valores sao de 181.75
+ 86.84 para o cerebelo, 156.86 + 28.51 para o cérebro e 184.43 + 24.65 para a
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medula. No grupo tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia, os valores sao
de 60.81 + 13.49 para cerebelo, 73.86 £ 28.55 para o cérebro e 57.00 £ 23.07 para a
medula. No grupo tratado com partenolido na dose de 5.0 mg/Kg/dia, os valores sé&o
de 55.13 + 28.51 para cerebelo, 91.13 £+ 32.24 para o cérebro e 68.88 + 24.38 para a

medula.

Os valores das médias apresentados possuem uma diferenga estatistica entre
0os grupos, sendo que, entre o grupo EAE e o grupo do controle negativo a
probabilidade de significancia dessa diferenca € p < 0.001. Ja os grupos submetidos
ao tratamento com partenolido, tanto na dose de 2.5 mg/Kg/dia quanto na dose de 5.0
mg/Kg/dia, apresentam uma probabilidade de significancia de p < 0.001. Entre as

doses nao ha diferenca entre os valores.
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Figura 12: As imagens acima mostram a presencga de infiltrado inflamatdrio através
da coloracdo de hematoxilina e eosina para cada 6rgao do sistema nervoso central
(cérebro, cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo
tratado com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com a dose de 5,0 mg/Kg/dia de partenolido).
Seta pretas indicam leucécitos (Camera Sony DCR-PC 100 e Software Axiovision

release® version 4.8).
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Grafico 1. Quantificagdo de leucdcitos por campo microscopico (400x) em cortes
corados por hematoxilina e eosina, em amostras do SNC: cerebelo, cérebro e medula
de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. Resultados expressos em média

aritmética simples + desvio padrao. (p < 0.001). Fonte: do autor
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5.2 IMUNOHISTOQUIMICA

5.2.1 - Expressao de iNOS no SNC de camundongos C57BI/6 induzidos da EAE

e tratados com partenolido

A figura 13 permite a visualizagdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: controle negativo, EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e
tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia. Aléem disso, permite um paralelo com os
resultados expostos no grafico 2, por ilustrar os valores da porcentagem média de
células inflamatérias que estdo expressando iINOS. Sendo assim, para o0 grupo
controle negativo os valores de porcentagem média sdo: 12.19 + 8.65 para o cerebelo
(Fig. 13 A), 4.35 £ 2.75 para cérebro (Fig. 13 B), e 13.12 + 4.04 para a medula (Fig.
13 C). Para o grupo EAE, os valores sao: 55.07 + 18.63 para o cerebelo (Fig. 13 D),
60.26 £ 15.7 para o cérebro (Fig. 13 E), e 55.96 + 11.12 para a medula (Fig. 13 F).
Para o grupo tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia, os valores sao: 34.17 £ 9.25 para
o cerebelo (Fig. 13 G), 43.50 £ 9.40 para o cérebro (Fig. 13 H), e 30.06 + 10.24 para
a medula (Fig. 12 I). Ja para o grupo tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia, os valores
sdo: 25.60 + 10.97 para o cerebelo (Fig. 13 J), 39.47 + 13.51 para o cérebro (Fig. 13
K), e 30.72 £ 16.84 para a medula (Fig. 13 L).

Os valores da média de células expressando iINOS diferem estatisticamente
entre os grupos, sendo que, entre o grupo controle negativo e o grupo EAE, a
probabilidade de significancia € p < 0.001. Além disso, a média do grupo EAE difere
em relacdo a média dos grupos tratados. Para a dose de 2.5 mg/Kg/dia, a
probabilidade de significancia de p < 0.001 para cerebelo e medula, e p < 0.01 para
cérebro. Ja para a dose de 5.0 mg/Kg/dia, a probabilidade de significancia de p <

0.001 para cerebelo, cérebro e medula. Entre as doses nao ha diferencga estatistica.
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Figura 13: As imagens acima representam a expressao de iINOS determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgédo do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo tratado
com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido. Seta pretas: células
consideradas positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony

DCR-PC 100 e Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 2: Porcentagem de células expressando iNOS no cerebelo, cérebro e medula
de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5 PH -
partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0 mg/Kg/dia.
Os dados séo apresentados em média + desvio padrdo. Sendo que * p < 0.05; ** p <
0.01 e *™* p < 0.001. Fonte: do autor
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5.2.2 - Expressao de T- bet no SNC de camundongos C57BIl/6 induzidos da EAE

e tratados com partenolido

A figura 14 permite a visualizagcdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e tratado com a dose
de 5.0 mg/Kg/dia. Além disso, permite um paralelo com os resultados expostos no
grafico 3, por ilustrar os valores da porcentagem média de células inflamatérias que
estdo expressando T- bet. Sendo assim, para o grupo EAE os valores s&o: 26.68 +
12.54 para o cerebelo (Fig. 14 A), 30.43 + 8.19 para o cérebro (Fig. 14 B), e 26.47 +
19.14 para a medula (Fig. 14 C). Para o grupo tratado com partenolido na dose de 2.5
mg/Kg/dia, os valores sdo: 27.74 £ 9.56 para o cerebelo (Fig. 14 D), 26.64 + 7.41 para
o cérebro (Fig. 14 E), e 26.47 £ 6.71 para a medula (Fig. 14 F). Ja para o grupo tratado
com partenolido na dose de 5.0 mg/Kg/dia, os valores sao: 58.29 + 23.88, para o
cerebelo (Fig. 14 G), 45.10 £ 15.99 para o cérebro (Fig. 14 H), e 44.74 + 13.83 para a
medula (Fig. 14 1).

Além disso, o grafico 3 mostra ainda, a diferenga estatistica na expressao de
T- bet entre os grupos. Entre o grupo EAE e o grupo tratado com a dose de 2.5
mg/Kg/dia ndo ha essa diferenga. No entanto, entre o grupo EAE e o grupo tratado
com a dose de 5.0 mg/Kg/dia ha diferenga estatistica, sendo que a probabilidade de
significancia € p < 0.001 para cerebelo, cérebro e medula. Além disso, a diferencga
entre as doses possui um valor de probabilidade de significancia de p < 0.001 para
cerebelo, cérebro e medula.
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Figura 14: As imagens acima representam a expressao de T- bet determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgao do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo tratado
com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido. Seta pretas: células
consideradas positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony

DCR-PC 100 e Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 3: Porcentagem de células expressando T- bet no cerebelo, cérebro e medula
de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5 PH -
partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0 mg/Kg/dia.
Os dados séo apresentados em média + desvio padrdo. Sendo que * p < 0.05; ** p <
0.01 e *™* p < 0.001. Fonte: do autor
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5.2.3 - Expressdao de GATA-3 no SNC de camundongos C57BI/6 induzidos da

EAE e tratados com partenolido

A figura 15 permite a visualizagdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e tratado com a dose
de 5.0 mg/Kg/dia. Além disso, permite um paralelo com os resultados expostos no
grafico 4, por ilustrar os valores da porcentagem média de células inflamatdrias que
estdo expressando GATA-3. Sendo assim, para o grupo EAE os valores sao: 21.07
10.74 para o cerebelo (Fig. 15 A), 35.79 + 11.13 para o cérebro (Fig. 15 B), e 30.34
8.03 para a medula (Fig. 15 C). Para o grupo tratado com partenolido na dose de 2.5
mg/Kg/dia, os valores sdo: 38.44 + 7.95 para o cerebelo (Fig. 15 D), 39.32 + 16.31
para o cérebro (Fig. 15 E) e 38.27 £ 11.43 para a medula (Fig. 15 F). Ja para o grupo
tratado com partenolido na dose de 5.0 mg/Kg/dia, os valores sédo: 31.47 + 9.89 para
o cerebelo (Fig. 15 G), 42.13 £ 9.38 para o cérebro (Fig. 15 H), e 36.42 + 10.73 para
a medula(Fig. 15 1).

Além disso, o grafico 4 mostra a diferencga estatistica na expressao de GATA-3
entre os grupos. Sendo que, a média do grupo EAE difere em relagcdo a média dos
grupos tratados. Para a dose de 2.5 mg/Kg/dia, a probabilidade de significancia de p
< 0.001 para cerebelo e p < 0.01 para medula. Ja para a dose de 5.0 mg/Kg/dia, a
probabilidade de significancia é p < 0.001 para cerebelo, enquanto que para cérebro
e medula os valores nao diferem. Entre as doses ha diferenca estatistica para o

cerebelo, com um valor de probabilidade de significancia de p < 0.01
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Figura 15: As imagens acima representam a expressao de GATA-3 determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgdo do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (EAE, grupo tratado com a dose de 2,5
mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido. Seta pretas: células consideradas

positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony DCR-PC 100 e

Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 4: Porcentagem de células expressando GATA-3 no cerebelo, cérebro e
medula de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5
PH - partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0
mg/Kg/dia. Os dados sao apresentados em média + desvio padrdo. Sendo que * p <
0.05; ** p <0.01 e *™* p <0.001. Fonte: do autor
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5.2.4 - Expressao de IL-17 no SNC de camundongos C57BI/6 induzidos da EAE

e tratados com partenolido

A figura 16 permite a visualizagcdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: controle negativo, EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e
tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia. Além disso, permite um paralelo com os
resultados expostos no grafico 5, por ilustrar os valores da porcentagem média de
células inflamatérias que estdo expressando IL-17. Sendo assim, para o grupo
controle negativo os valores de porcentagem média sdo: 4.25 + 2.12 para o cerebelo
(Fig. 16 A), 7.01 + 2.40 para o cérebro (Fig. 16 B), e 6.49 + 2.28 para a medula (Fig.
16 C). Para o grupo EAE os valores sado: 15.12 + 4.22 para o cerebelo (Fig. 16 D)
22.35 +5.22 para o cérebro (Fig. 16 E), e 25.34 + 5.59 para a medula (Fig. 16 F). Para
o grupo tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia, os valores séao: 25.01
8.90 para o cerebelo (Fig. 16 G), 17.93 + 11.24 para o cérebro (Fig. 16 H), e 17.25
6.23 para a medula (Fig. 16 I). Ja para o grupo tratado com partenolido na dose de
5.0 mg/Kg/dia, os valores sao: 17.81 £ 12.29, para o cerebelo (Fig. 16 J), 12.12 £ 3.99
para o cérebro (Fig. 16 K), e 10.2 £ 4.95 para a medula (Fig. 16 L)

O grafico 5 mostra ainda, a diferenga estatistica na expressao de IL-17 entre
os grupos. Para os grupos controle negativo e EAE, ha uma diferenga, com uma
probabilidade de significancia de p < 0.001, para o cérebro e medula, e de p < 0,01
para o cerebelo. No que tange a diferenca entre o grupo EAE e o grupo tratado com
partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia, a probabilidade de significancia é p < 0.001
para a medula. Ja entre 0 EAE e o grupo tratado com partenolido na dose de 5,0
mg/Kg/dia, a probabilidade de significancia é p < 0.001 para cérebro e medula. Entre

as doses a probabilidade de significancia € p < 0.01 para a medula.
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Figura 16: As imagens acima representam a expressao de IL-17 determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgao do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo tratado
com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido). Seta pretas: células
consideradas positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony

DCR-PC 100 e Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 5: Porcentagem de células expressando IL-17 no cerebelo, cérebro e medula
de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5 PH -
partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0 mg/Kg/dia.
Os dados sao apresentados em média + desvio padrdao. Sendo que * p < 0.05; ** p <
0.01 e *™* p < 0.001. Fonte: do autor
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5.2.5 - Expressao de TGF- 1 no SNC de camundongos C57BI/6 induzidos da

EAE e tratados com partenolido

A figura 17 permite a visualizagdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: controle negativo, EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e
tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia. Além disso, permite um paralelo com os
resultados expostos no grafico 6, por ilustrar os valores da porcentagem média de
células inflamatdrias que estdo expressando TGF- 1. Sendo assim, para o grupo
controle negativo os valores de porcentagem média s&o: 60.42 + 11.05 para o
cerebelo (Fig. 17 A), 58.94 + 8.49 para o cérebro (Fig. 17 B), e 55.57 £+ 6.46 para a
medula (Fig. 17 C). Para o grupo EAE os valores sgo: 42.27 + 6.59 para o cerebelo
(Fig. 17 D), 44.73 + 3.39 para o cérebro (Fig. 17 E), e 47.56 * 3.82 para a medula (Fig.
17 F). Para o grupo tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia, os valores sao:
51.95 +10.88 para o cerebelo (Fig. 17 G), 53.56 + 6.94 para o cérebro (Fig. 17 H), e
48.3 £ 7.19 para a medula (Fig. 17 I). Ja para o grupo tratado com partenolido na dose
de 5.0 mg/Kg/dia, os valores sdo: 46.47 + 4.17 para o cerebelo (Fig. 17 J), 75.12
6.19 para o cérebro (Fig. 17 K), e 59.63 + 4.76 para a medula (Fig. 17 L).

Além disso, o grafico 6 mostra a diferenga estatistica na expressao de TGF-j1
entre os grupos. Entre o grupo controle negativo e EAE, essa diferenga apresenta uma
probabilidade de significancia de p < 0.001 para cerebelo e cérebro, e p < 0.01 para
medula. Os grupos de animais tratados também diferem em relagédo EAE. Na dose de
2.5 mg/Kg/dia o valor da probabilidade de significancia € p < 0.05 para o cerebelo e p
< 0.01 para o cérebro. Ja no grupo tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia o valor é p <
0.001 para cérebro e medula. Entre as doses o valor da probabilidade de significancia

€ de p < 0.001 para cérebro e medula.
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Figura 17: As imagens acima representam a expressao de TGF-1 determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgédo do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo tratado
com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido. Seta pretas: células
consideradas positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony

DCR-PC 100 e Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 6: Porcentagem de células expressando TGF-f1 no cerebelo, cérebro e
medula de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5
PH - partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0
mg/Kg/dia. Os dados sao apresentados em média + desvio padrdo. Sendo que * p <
0.05; ** p <0.01 e *** p <0.001. Fonte: do autor
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5.2.6 - Expressao de TGFp-2 no SNC de camundongos C57BI/6 induzidos da EAE

e tratados com partenolido

A figura 18 permite a visualizagdo das caracteristicas do tecido nervoso dos
animais dos grupos: controle negativo, EAE, tratado com a dose de 2.5 mg/Kg/dia e
tratado com a dose de 5.0 mg/Kg/dia. Além disso, permite um paralelo com os
resultados expostos no grafico 7, por ilustrar os valores da porcentagem média de
células inflamatdrias que estdo expressando TGF- 2. Sendo assim, para o grupo
controle negativo os valores de porcentagem media sdo: 20.81 + 8.00 para o cerebelo
(Fig. 18 A), 22.89 + 7.88 para o cérebro (Fig. 18 B), € 17.43 £ 2.00 para a medula (Fig.
18 C). Para o grupo EAE os valores s&o: 34.91 + 7.96 para o cerebelo (Fig. 18 D),
55.58 + 8.18 para o cérebro (Fig. 18 E) e 24.79 + 8.28 para a medula (Fig. 18 F). Para
o grupo tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia, os valores sao: 22.66 +
5.12 para o cerebelo (Fig. 18 G), 40.23 + 5.09 para o cérebro (Fig. 18 H) e 22.31
5.06 para a medula (Fig. 18 ). Ja para o grupo tratado com partenolido na dose de
5.0 mg/Kg/dia, os valores sao: 24.13 + 4.45 para o cerebelo (Fig. 18 J), 28.60 + 13.98
para o cérebro (Fig. 18 K) e 30.34 £ 12.10 para a medula (Fig. 18 L).

Ainda no grafico 7 é exibida a diferencga estatistica na expressédo de TGF-2 entre
os grupos. Entre o grupo EAE e controle negativo ha uma diferenga com probabilidade
de significancia de p < 0.001 para cerebelo e cérebro. Além disso, pode-se notar que
entre o grupo tratado com a dose 2.5 mg/Kg/dia e o grupo EAE, a probabilidade de
significancia é p < 0.001 para cerebelo e cérebro. Ja entre o grupo tratado com 5.0
mg/Kg/dia e o grupo EAE, a probabilidade de significancia € p < 0.001 para cerebelo

e cérebro. Entre as doses a probabilidade de significancia € p < 0.01 para cérebro.
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Figura 18: As imagens acima representam a expressao de TGF- 32 determinada pela
técnica de imunohistoquimica para cada érgédo do sistema nervoso central (cérebro,
cerebelo e medula) e separados por grupos (controle negativo, EAE, grupo tratado
com a dose de 2,5 mg/Kg/dia e com 5,0 mg/Kg/dia de partenolido. Seta pretas: células
consideradas positivas; setas azuis: células consideradas negativas (Camera Sony
DCR-PC 100 e Software Axiovision release® version 4.8).
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Grafico 7: Porcentagem de células expressando TGF-B2 no cerebelo, cérebro e
medula de camundongos C57BI/6 induzidos a EAE. CN - controle negativo; EAE; 2.5
PH - partenolido na dose de 2,5 mg/Kg/dia e 5.0 PH - partenolido na dose de 5,0
mg/Kg/dia. Os dados sao apresentados em média + desvio padrdo. Sendo que * p <
0.05; ** p <0.01 e *** p <0.001. Fonte: do autor
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6 DISCUSSAO

A Esclerose Multipla, como abordado anteriormente, € uma doenca de carater
neurodegenerativo, sem cura, que afeta mais de 2 milhdes de pessoas ao redor do
mundo. A prevaléncia dessa doenga depende de algumas variaveis, dentre elas estéo:
regiao, sexo e idade. O fator idade é o responsavel por incapacitar muitos jovens, com
faixa etaria entre 20 e 40 anos, ocasionando sintomas relacionados a déficits motores,
sensoriais e cognitivos. Devido a isso, a EM gera um custo social elevado para o
atendimento da populagdo acometida com esse disturbio autoimune. Estima-se um
gasto entre 28 a 63 mil euros, para cada paciente, em alguns paises europeus
(OHLMEIER et. al, 2020).

Devido a essas condigdes, surge a necessidade de se buscar novos
tratamentos, com mecanismos mais eficientes, com menores efeitos colaterais e com
menor custo. (MANKINEN et. al, 2020). Para isso, sao utilizados modelos
experimentais, capazes de induzir, em outras espécies, um padrao fisiopatolégico
semelhante ao da doenca humana (CASTRO et. al 2019).

A EAE é um modelo animal de extrema importancia para a pesquisa de novos
tratamentos, uma vez que exibe as principais caracteristicas da patogénese da EM,
incluindo lesbes focais de desmielinizacdo, dano axonal e inflamacdo por
sensibilizagdo através de antigenos do SNC que estdo presentes na bainha de
mielina, como no caso da MOG (MURPHY et. al, 2020).

Segundo os autores Glatigny e Bettelli (2018) a utilizacdo da MOG como agente
imunogénico se tornou um importante alvo para a indugao da EAE, pois as células T
reativas a MOG sao mais prontamente detectadas, em pacientes com EM, em relacao
as células T reativas aos demais agentes antigénicos do SNC. Além disso, a MOG é
capaz de gerar a EAE em diversas linhagens de camundongos, bem como C57BI/6,
linhagem utilizada neste estudo, o qual desenvolve um curso clinico crénico da

doenca.

O modelo animal em questao permite a migragao de células do sistema imune

através da barreira hematoencefalica, o que torna possivel a observagdo de uma



67

grande quantidade de células inflamatérias no SNC dos animais com a doenca
(ZEPHIR, 2018).

Os resultados obtidos no presente estudo mostra claramente esse aumento de
células inflamatdrias, expondo (Grafico 1) um aumento estatistico (p < 0.001) das
mesmas quando comparado o grupo controle negativo (Fig. 12 A, B e C) frente ao
grupo com EAE (Fig. 12 D, E e F).

Essas células inflamatdrias caracterizam-se, principalmente, por células
mononucleadas, e o aumento no perfil dessas células mostra que o modelo de indugao
escolhido foi capaz de imunizar os animais, além de gerar uma resposta inflamatoria

amplificada.

Além do exposto anteriormente, a literatura aponta que no sucesso da indugao
da EAE, o animal induzido cursa com score clinico positivo (GIRALT et. al, 2018), além
de alta produgdo de NO, TNF-a, IFN-ye IL-17 (HUANG et. al, 2019). Dados nao
mostrados do nosso grupo de pesquisa estabelece este padrdo, com score clinico
para os animais induzidos ao modelo, de forma compativel com a doenga, juntamente
com a presencga de infiltrado inflamatorio e com alta produgéo de IFN-y, IL-17, e TNF-
o medidos por ELISA (FONTES et. al, 2017).

Nossos resultados também mostraram: o perfil de INOS no SNC dos animaisdo
grupo EAE. Indicando (Grafico 2) um aumento estatistico (p< 0.001)na expressao
dessa enzima, quando comparado o grupo controle negativo (Fig. 13 A, B e C) frente
aos do grupo EAE (Fig. 13 D, E e F); o perfil de T- bet, que mostra (Grafico 3) a
presenca da expressao desse fator no grupo EAE (Fig. 14 A, B e C) uma vez que
animais sadios apresentam auséncia da resposta Th1 (T-bet); e o perfil de IL-17,
mostrando (Grafico 5) um aumento estatistico (p< 0.01, para cerebelo e p< 0.001 para
cérebro e medula) na expressao dessa citocina quando comparado o grupo controle
negativo (Fig. 16 A, B e C) frente ao grupo EAE (Fig. 16 D, E e F).

O estudo realizado por Huang e colaboradores (2019) confirma os resultados
encontrados aqui, uma vez que os animais induzidos ao modelo EAE, obtiveram o
aumento na expressao de diversos sinalizadores celular, entre eles: iINOS, IL-17 e T-
bet. Outro estudo, publicado por Comes e colaboradores (2018), também é condizente

com os resultados expostos, uma vez que demostrou, com o uso da MOG como
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agente indutor da doenca, a ativacdo de linfécitos TCD4+, bem como, sua
diferenciacdo em subtipos celulares, gerando o aumento na expressdo de

sinalizadores como IFN-y, TNF-a e IL-17.

Sendo assim, é possivel afirmar que o procedimento experimental realizado
com a MOG foi capaz de induzir a EAE na linhagem de camundongos C57BI/6, por
aumentar a quantidade de células inflamatérias no SNC, expressando iNOS, T- bet

(resposta Th1) e IL-17 em quantidade elevada frente aos animais do controle negativo.

O estudo de Huang e colaboradores (2019) também utilizou a EAE para avaliar
a atividade de um produto natural. Foi obtido o extrato da fruta da espécie Alpinia
oxyphylla, uma planta da medicina tradicional chinesa utilizada para combater dores
estomacais e “fortalecer” o cérebro, a fim de avaliar seus efeitos frente ao modelo
animal da EM, uma vez que estudos prévios demostraram efeitos neuroprotetores
dessa espécie. Tal estudo obteve resultados promissores ao expor a capacidade
deste produto natural em reduzir o processo inflamatério e desmielinizante oriundo da
EAE.

Outro estudo, realizado por Safari e colaboradores (2019), utilizou o extrato da
espécie Artemisia dracunculus L., planta medicinal conhecida por seus efeitos sobre
quadros de insbnia e dermatite, como tratamento para a EAE. Foram obtidos
resultados promissores ao constatar a reducio de citocinas inflamatdérias como IL-17

e IL-23 por agao deste produto natural.

Quando se objetiva o estudo de possiveis tratamentos para doencas
autoimunes, como a EM, a atividade anti-inflamatoéria € a mais visada, uma vez que
nesse tipo de doenga ocorre uma resposta imunoldgica contra antigenos préprios do
portador. Até o momento foram encontradas diversos alvos celulares e vias
bioquimicas influenciados pela atividade de diversos produtos naturais, dentre eles, o

partenolido.

Essa substéancia é responsavel por uma série de atividades biologicas, ja bem
estabelecidas, da planta medicinal da espécie Tanacetum parthenium, sendo utilizada
para combater febre, enxaqueca, artrite reumatdide, entre outras doencgas. Sendo

assim, um grande numero de estudos ja descreveu as atividades biologicas dessa
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molécula. Dentre elas, as atividades anti-inflamatoria, antioxidante e anticancer (LIU
et. al, 2020).

Isso ocorre, pois essa substancia possui grupos funcionais em sua estrutura
quimica, que agem como eletréfilos, doando elétrons para nucledfilos biolégicos,
como as proteinas, o que permite a interagao entre ambos e a atividade bioldgica da
molécula em questéo. Essa alta reatividade relacionada a estrutura quimica permite a
interacéo do partenolido com biomoléculas relacionadas ao processo de inflamacéo,
como a COX-2, o TNF-a e a iNOS (Fig. 18) (Freund et. al, 2020).

Figura 18: Esquema da reacédo entre o partenolido e as moléculas biologicas
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Fonte: Modificada de Freund et. al, 2020

A primeira via relacionada a atividade anti-inflamatéria do partenolido foi a via
do NF-kB. Ao agir sobre essa via celular, o partenolido reduz a expressao de genes
anti-apoptéticos e a invaséo celular. Ademais, muitos sinais e cascatas celulares sao
afetados pela via do NF-kB, o que permite dizer que muitos alvos anti-inflamatérios
sao afetados de forma indireta a partir dessa via (SHEEHAN et. al, 2002).

O estudo publicado por Freund e colaboradores (2020) aponta que essa
substancia também possui outras atividades como: a modulacdo de microtubulos
celulares; a modulagdo de células musculares cardiacas; e a interacdo com as
enzimas tubulina carboxipeptidase (vasohibin 1 e vasohibin 2), que foram
recentemente (2017) envolvidas na regeneragao de células nervosas, através da
inibicdo da detironizagdo de microtubulos em neurdnios (processo de alteracéo da

estrutura do microtubulo que o torna rigido e pouco estavel).

Sendo assim, a atividade desse composto sobre a regeneragéo de células

nervosas pode estar relacionada com a capacidade dessa substancia em promover o



70

processo de remielinizagao e de organizacao dos feixes de mielina como observado

no grupo tratado com a dose de 5mg/Kg/dia (Fig. 12 J, Ke L).

Outra substancia importante em processos inflamatérios € o 6xido nitrico (NO),
uma molécula lipofilica capaz de regular varias fungdes fisioldgicas. Dentre essas
fungdes estdo: neurotransmissao, fungéo vascular e regulagéo imunoldgica (XUE et.
al, 2018). Para o funcionamento adequado dessas func¢des € ideal a presenca de
concentragdes minimas de NO. No entanto, quando as concentragdes sao elevadas,
geram efeitos prejudiciais, como ocorre no caso de paciente com EM, o que resulta

em maior gravidade e maior numero de recidivas da doenga (SONAR; LAL, 2019).

Para que seja produzido o NO é necessaria uma enzima denominada 6xido
nitrico sintase (NOS), responsavel por catalisar a oxidagdo da L-arginina em L-
citrulina, liberando assim o NO. Essa enzima possui diferentes isoformas, que variam
de acordo com o local de agéo, sendo elas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal
(nNOS) e NOS induzivel (iNOS) (XUE et. al, 2018).

A enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) é ativada quando existe
estimulos inflamatdrios, através de varios tipos de células, como: macrofagos, células
dendriticas, neutrdfilos, células epiteliais na mucosa intestinal e pulmonar. Além disso,
a iINOS pode ser ativada por células da microglia, astrécitos, neurénios do SNC e
células endoteliais da BHE (SONAR; LAL, 2019).

Pelo exposto, essa enzima desempenha uma fungcdo importante na
patogenicidade da EM e da EAE, possuindo um papel critico na regulagao da resposta
imunoldgica, tanto durante a impressédo antigénica quanto durante a fase efetora.
Sendo assim, a inibicdo dessa enzima em diferentes estagios do desenvolvimento de
doencas autoimunes pode alterar a evolugdo do processo patologico da mesma
(SONAR; LAL, 2019).

Os resultados descritos no item 5.2.1 mostra (Grafico 2) um grande aumento
(p<0.001) na expressao de iINOS pelas células inflamatodrias, presentes no SNC,
quando comparado o grupo EAE (Fig. 13 A, B e C) frente ao grupo controle negativo.
(Fig.13 D, E e F). Ja os animais tratados com o partenolido, apresentou uma redugéo
significativa (p < 0.001) na expressao dessa enzima, o que se deve a redugao dos

estimulos inflamatérios gerados (Fig.13 G, H, |, J, Ke L). Tais resultados sugerem que
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a molécula testada pode alterar o curso patogénico da EAE, podendo ser um agente
promissor para redu¢ao da gravidade e do numero de recidivas em pacientes com
EM.

No estudo in vitro publicado por Carvalho e colaboradores (2016), estudo
anterior do nosso grupo de pesquisa, foi investigada a atividade do partenolido sob a
producdo de oxido nitrico. O estudo foi realizado com células oriundas de
camundongos da linhagem C57BI/6 induzidos com EAE, utilizando a MOG como
agente indutor. Foi demostrado que a substancia em estudo é capaz de reduzir a

producdo de NO em cultivo celular, detectados pela técnica de ELISA.

Pelo exposto acima, pode-se concluir que o partenolido foi capaz de reduzir a
producao de NO através da inibicdo da enzima iINOS, que pode estar presente em
diversas células inflamatdrias, como os macréfagos, que sdo responsaveis por causar
danos aos componentes do SNC; e, também, pela inibicdo da atividade dessa enzima

por agao de células da micrdglia, neurdnios e células endoteliais da BHE.

A células da microglia com fendtipo M1 sdao as células responsaveis pela
grande expressao de iINOS no SNC dosC, tratando - se de um importante marcador
inflamatdrio. Sabe-se que a via de sinalizacdo do NF-kB é a principal via ativa nesse
perfil celular (SUI et. al, 2019). Dessa forma, € possivel que a redugao da expressao
de iINOS demostrada neste estudo tenha como mecanismo a inibicao da via do NF-kB

em células da microglia, resultando, também, na redugao da produgéo NO.

O estudo realizado por Wang e colaboradores (2019) demostra que o
partenolido é capaz de inibir a expressao do receptor TLR4, importante para a ativacao
da via do NF-kB. Sendo assim, & possivel dizer que o partenolido suprime a
sinalizagcdo desta via, reduzindo a producdo de mediadores inflamatérios e

diminuindo, ainda, o estresse oxidativo, por inibir o receptor TLR4.

Outro importante sinalizador inflamatério € o fator de transcricdo T- bet,
responsavel por regular a expressao de varios genes que modulam positivamente a
patogénese de diversas doencgas autoimunes, dentre elas a EM (KAMALI et. al, 2019).
Esse fator de transcri¢gao € capaz de direcionar a resposta T CD4+ para o perfil celular
Th1 no SNC, onde é responsavel por produzir IFN-y, levando a ativacdo de

macréfagos e inducdo do processo de desmielinizag&o (CAl et. al, 2017).
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Contudo, estudos mostram que a citocina IFN-y, pode ser dispensavel para a
manifestacdo da EM. Dessa forma, entende-se que ha outros tipos de respostas
imunes envolvidas no desenvolvimento da doenca que, também, podem ser
influenciadas pela expressao de T- bet (KAMALI et. al, 2019).

O estudo publicado por Yeh e colaboradores (2011) demostrou que dentre
todos os linfocitos infiltrados no SNC de animais induzidos com EAE, utilizando a
MOG, a maior parte (mais de 75 %), era T- bet positiva. Além disso, a expressao
primaria de T- bet foi realizada por células efetoras Th1, produtoras de INF-y, embora
tenham sido encontradas células produtoras de IL-17, indicando que o subtipo celular

Th17 também pode ser capaz de expressar T- bet em menores proporgdes.

Em um outro estudo, publicado por Basdeo e colaboradores (2016), foi
observado que a ativagao e a proliferagao de células T CD4+ naive para o perfil Th1
foi importante para o inicio do processo patogénico da EM, sendo que a reducédo da
expressao de T- bet no inicio da manifestacao das lesdes do SNC, resulta em menor

evolucdo da mesma.

Para que ocorra a diferenciacao celular para o subtipo Th1 é preciso todo um
processo de sinalizagdo molecular entre as células do sistema imune. Sendo assim,
quando ha liberagdo de IL-12 nos linfonodos, ocorre a ativagcdo de STAT4 dos
linfécitos naive, o que regula positivamente a produgao de IFN-y, capaz de ativar
STAT1 e induzir a expressao de T- bet (CAl et. al, 2017).

Os resultados do presente estudo, apresentados no item 5.2.2, entra em
acordo com essa informacéo (Grafico 3) pois, os animais induzidos ao modelo de EAE
apresentaram infiltrado inflamatério com células positivas para T- bet (Figura 13 D, E

e F), enquanto que animais sadios ndo expressam esse fator.

Ja em relagdo aos animais do grupo EAE e tratados com o partenolido, a
expressao de T- bet ndo sofreu reducao significativa no SNC (Grafico 3), indicando
qgue essa substancia ndo apresentou efeito imunomodulador sobre o principal tipo
celular envolvido na expressao desse fator de transcrigao, o perfil celular do subtipo
Th1.
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Outro fator de transcricao envolvido na resposta imune de diversas doencgas é
GATA-3, responsavel pela diferenciacéo do linfocito TCD4+ naive para o perfil celular
Th2. Essa diferenciagao ocorre quando ha uma sinalizagao por agao da IL-4, que ativa
a molécula STAT-6, responsavel induzir a expressao de GATA-3. O subtipo celular
Th2 ira produzir citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Sabe-se que as respostas Th1 e
Th2, por vezes, se antagonizam. Isso ocorre, pois a produgao de T- bet (perfil Th1) &
inibida pela ativagdo de STAT-6, e a sintese de GATA-3 ¢ inibida pelo T- bet (ETESAM
et. al, 2018).

Dessa forma, quando a resposta Th2 &€ aumentada, ocorre a redugdo ou
inibicdo da resposta celular Th1, que € a responsavel por causar lesées no SNC. No
presente estudo foi demostrado no item 5.2.3 que o tratamento com partenolido(Fig.
15 D, E e F)aumenta (p < 0.001 no cerebelo e p <0.01 na medula, para a menor dose
testada) a expressdo de GATA-3 em relagao ao grupo doente (EAE) (Grafico 4),0 que
levaria, por conseguinte, a redugcdo ou nao super ativagcao do perfil celular Th1,

gerando menores danos aos tecidos do SNC.

Em um estudo publicado por Yu e colaboradores (2019) foi observado que o
aumento da resposta Th2 reduz a gravidade da EM, por diminuir o processo
inflamatorio mediado por Th1 e por ativar a transcricdo de genes envolvidos na
ativagao de resposta T regulatoria. Dessa forma, o perfil celular Th2 esta relacionado

com a remissao da patogénese da EM.

Um outro estudo, publicado por Haghmorad e colaboradores (2020),
demostrou, a redugao de respostas Th1 e Th17 em animais induzidos a EAE tratados
com Kombucha. O tratamento permitiu o0 aumento das respostas dos perfis Th2 e
Treg, envolvidos no controle do processo inflamatoério. Além disso, os dados sugerem
que a terapia com Kombucha pode alterar o equilibrio entre Th1 / Th2e entre Th17 /
Treg no modelo EAE em favor de Th2 e Treg. Esse balango favoravel entre as

respostas citadas esta fortemente relacionado a severidade da doencga.

As respostas imunes do tipo Th1 e Th2, por muito tempo foram as unicas
relacionadas a patologia da EM. No entanto, muitos estudos passaram a correlacionar
o desenvolvimento dessa doenga com a resposta imunoldgica do tipo Th17. Esse tipo

de diferenciacdo do linfécito TCD4+ ocorre devido, principalmente, a presencga de IL-
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6 e TGF-B. Ademais, a proliferagao dessas células € mantida pela agao da IL-23 (HAN
et. al, 2019).

As células Th17 produzem uma citocina especifica, denominada IL-17. Além
disso, produz também: IL-6, IL-22, IL-23, TNF-a e fator estimulador de colénias de
granulécitos e macrofagos. Essa diferenciagdo € controlada a nivel molecular pelo
fator de transcricdo RORYT, que é ativado pelo fator de transcricdo STAT-3, apds sua
estimulacao ser induzida pelas citocinas IL-6 e IL-21 (DAMASCENO et. al, 2020).

Um estudo, realizado por Fontes e colaboradores (2017), avaliou a atividade
de um produto natural, o B-cariofileno, frente a EAE. Foi constatada a reducéo de
citocinas pro-inflamatdrias, bem como a reducéo da resposta celular Th17, associada
a melhoria e reducdo de paradmetros clinicos como score e peso corporal. Sendo
assim, os autores sugerem que a redugdo da resposta Th17 melhora o quadro

patolégico da doenca.

Segundo Bravo e colaboradores (2016) a via da resposta celular Th17 é
considerada o melhor alvo terapéutico para a EM uma vez que os componentes da
via Th1 demostrou um duplo papel para a patogénese dessa doenca. Nossos
resultados mostrados no item 5.2.4 demostraram (Grafico 5) que o partenolido foi
capaz de diminuir a produg¢do de IL-17 no cérebro (p < 0.001), na dose de 5.0

mg/Kg/dia, e na medula (p < 0.001), em ambas as doses testadas.

O estudo publicado por Carvalho e colaboradores (2017) avaliou a atividade do
partenolido, in vitro, sobre a expressao de diversas citocinas frente a EAE, utilizando-
se de células extraidas de animais induzidos a doencga e tratados com a substancia.
Os resultados demostraram que o partenolido € capaz de reduzir a expressao de IL-
17, TNF-a, IFN-y, e NO.

Nosso estudo, utilizou, pela primeira vez o partenolido como tratamento, in vivo,
e a reducao na expressao da citocina IL-17 encontrada significa que o tratamento
empregado foi capaz de modular a resposta Th17, podendo, assim, reduzir o processo
inflamatorio gerado por essas células. Pelo exposto, a agao exercida pelo partenolido
sobre a resposta Th17 pode ter uma possivel explicagdo na via do fator de transcrigao
STAT-3.
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Wang e colaboradores (2019) também concluiram em seu estudo que o
partenolido é capaz de reduzir a producao diversas citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-q, IL-6, e IL-17, possuindo efeito, também, no controle de edemas cerebrais. Tais
estudos confirmam os resultados encontrados em nossos experimentos, uma vez que
o tratamento com partenolido culminou na reducao de IL-17 no SNC de camundongos
induzidos a EAE.

Além do exposto, outro agente sinalizador de resposta imune com papel
fundamental em diversas doencas € o fator transformador do crescimento TGFf, uma
citocina que esta envolvida na diferenciacado e na proliferagao de células TCD4+. No
caso da EM, esse fator & responsavel por ocasionar respostas inflamatorias
encefalitogénicas (LEE et. al, 2017). No entanto, por se tratar de uma citocina
polimoérfica, possui, também, um papel importante para a ativacdo de células T
regulatérias (SEVERIN et. al, 2016).

O TGFp apresenta trés diferentes isoformas, sendo elas o TGF-1, TGF-2 e
TGF-B3. Dependendo do local e da isoforma expressada, podem ocorrer diferentes
estimulos para a resposta imunoldgica. O sistema imune expressa uma grande
quantidade da isoforma TGFf3-1, que parece ser capaz de limitar a resposta imune,
tendo agao sobre a regulagdo do processo inflamatorio. Além disso, foi descrito a
influéncia desse fator sobre a produgao de citocinas de células TCD4+ e sobre a
inibicdo da ativacdo de células TCD8+ (KOCWIN et. al, 2016). A isoforma TGF-p-1
também esta relacionada com a apoptose de células TCD4+ (HASSANZADEH et. al,
2016)

No entanto, o TGF-$1 também é capaz de aumentar a resposta do tipo Th1.
Essa caracteristica mostra que essa citocina apresenta efeito oposto quando age em
linfécitos TDC4+ naive ou em células efetoras diferenciadas, como a Th1. Quando o
TGFB-1 esta presente nos ganglios linfaticos, ao agir sobre linfécitos T naives,
apresenta efeito supressor da resposta imune. Ja no local da inflamacéo, ou seja, no
SNC, o TGF- B1 apresenta efeito pré-inflamatério, estimulando células Th1 (LEE et.
al, 2017). Além disso, outro estudo, publicado por LEE e colaboradores mostra que o

TGFB-1 é capaz de gerar células Th17 menos encefalitogénicas.
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No presente trabalho, os resultados apresentados no item 5.2.5 mostraram uma
reducéo (Grafico 6) na expresséo de TGFB-1 no SNC dos animais induzidos com o
modelo de EAE frente aos animais sadios (CN). Ja os animais tratados com
partenolido, apresentaram um aumento na producdo desse fator. Essa informacéao
mostra que a redugdo da concentracdo de TGFB-1 no animal doente provoca o
aumento do processo inflamatoério, enquanto que o tratamento com partenolido
aumenta a expressao deste fator, levando a redugéo do processo inflamatério. Esse
resultado mostra uma acao regulatoria da resposta imune por pelo TGF3-1 no SNC,
fundamentado na reducgao do infiltrado inflamatdrio e da menor expressao de iINOS e

IL-17 pelos animais tratados com o partenolido.

Segundo Severin e colaboradores (2016), pacientes com EM apresentam
niveis reduzidos de TGF-B nas sinalizagbes de linfocitos TCD4+. A expressao
desregulada de microRNAs (miRNA), moléculas capazes de alterar a expressao dos
genes, pode alterar negativamente a expresséo de TGF-f, reduzindo a diferenciagao
de células TCD4+ naives em células T regulatérias, por reduzir a ativagao do fator de
transcricdo FOXP3. Este estudo mostra que existe cerca de 19 tipos de miRNA
capazes de atuar sobre esta via de sinalizagdo, bem como sobre o curso clinico da
doenca. Pelo exposto, 0 aumento na expressao de TGF-1 nos animais tratados com
partenolido, demostrado no presente estudo, permite sugerir que tal condicao pode
aumentar a expressao de células T regulatdrias, através de uma maior expressao do

fator transcricional FOXP3.

O estudo publicado por Lalive e colaboradores (2005) mostra que células Th2/3
podem estar envolvidas no processo remielinizacao do SNC. Esse processo € iniciado
pelo recrutamento e diferenciagdo de células precursoras de oligodendrdcito sem
lesdes desmielinizadas. Os autores demostram que, ao contrario das citocinas
produzidas pelo perfil Th1 (TNF-a e IFN-y,), as citocinas produzidas pelo perfil celular
Th2/3, como o TGF-B, induz a micréglia de camundongos C57BL-6 a secretar um fator
quimiotatico, denominado fator de crescimento de hepatdcitos, que atrai células

precursoras de oligodendrocitos nas regides danificadas do SNC.

Além disso, os resultados encontrados por esses autores indicam que todas as
isoformas de TGF-p (TGF-B1, TGF-f2 e TGF-B3), sdo capazes de induzir a secreg¢ao
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de células precursoras de oligodendrocitos, sendo capazes de reparar danos
desmielinizantes do SNC (LALIVE et. al, 2005)

Dessa maneira, a isoforma TGF-f2 também possui acdo imunorreguladora,
com capacidade de influenciar células B, T e macréfagos. Segundo Drescher e
colaboradores (2002), o TGF-2 é capaz de reduzir o processo de desmielinizagéo
induzidos por agentes virais, através da reducgao de infiltrados de macrofagos no SNC.
Além disso, também reduz o numero de células apoptoéticas, mais especificamente na
medula. Sendo assim, o controle da desmielinizagdo via agado do TGF-B2, também

pode estar relacionada com a redugao da apoptose mediada por macréfagos.

Um outro estudo, publicado por Lee e colaboradores (2017), também relaciona
a administracdo de TGF-2 no momento da indug&o do modelo animal EAE ou durante
o desenvolvimento da mesma, com a redugao do processo patogénico que envolve a

desmielinizagao de neurdnios do SNC.

No presente trabalho, os resultados apresentados no item 5.2.6, mostra
(Gréfico 7) que os animais sadios (CN) apresentaram uma menor produgéo de TGF-
B2, quando comparado ao animal doente (EAE) (p < 0.001 para cerebelo e cérebro).
Ja o animal tratado com partenolido na dose de 2.5 mg/Kg/dia apresentou uma queda

na expressao de TGF-B2 quando comprado grupo EAE (p < 0.001).

No entanto, na dose de 5 mg/Kg/dia percebe-se um aumento deste fator, tanto
na medula, indicando que nessa dosagem, o partenolido pode comegar a ter efeito
sobre o processo de remielinizagdo, ressaltando o que descreveu Drescher e
colaboradores (2002), sobre o efeito marcante do TGF-2 neste tecido. Isso permite
supor que uma dose mais elevada, seria capaz de provocar o maior aumento de TGF-
B2 bem como acelerar o processo de remielinizagcdo do SNC e reduzir processos
apoptoticos. Pode ser observado, ainda, na coloracdo de HE, realizada no presente
estudo, uma maior quantidade e organizagdo das fibras de mielina nos animais

tratados nesta dose de 5 mg/Kg/dia (Fig. 11 J, Ke L).

Alguns estudos correlacionam o aumento do TGF- 32, como observado neste
estudo, com algumas doengas que apresentam quadros inflamatdrios. O estudo

realizado por Ganesh e colaboradores (2014) demostra o aumento da producéo de
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citocinas pro-inflamatdérias como o TNF-a, e também TGFB-2, no plasma de pacientes
com displasia fiboromuscular, doenca vascular ndo esclerética que gera a obstrucao
do fluxo sanguineo. Outro estudo realizado por Lu e colaboradores (2014), apresenta
o aumento na concentragdo de TGFB-2 no soro e na adendide de pacientes com

sindrome da tosse de vias aéreas superiores.

Diante disso, entende-se que o TGFB-2 pode também atuar de duas formas
distintas. Com isso, possui influéncia tanto no processo inflamatério presente em
diversas doencgas, quando secretado por certos tipos de células (GANESH et. al,
2014). Contudo, pode atuar especificamente no processo de remielinizagao e redugéo
de apoptose, quando secretado por células Th2, induzindo a secrecdo do fator

quimiotatico capaz de atrair células reparadoras de mielina (LALIVE et. al, 2005).

Através das questdes abordadas, sabe-se que a capacidade de uma
substancia em modular a resposta imune é um importante indicio para a busca de
possiveis tratamentos para a EM, além disso, permite o melhor entendimento da
resposta imune envolvida nessa doenga. O modelo animal EAE, por possuir
caracteristicas fisiopatolégicas muito semelhantes ao da doenga humana, se tornou o
modelo mais amplamente aceito para tais estudos. Perante isso, o partenolido se
mostrou uma substancia capaz de modular a resposta imune na EAE, podendo ser

estendido seu estudo para a EM.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho empregou a técnica de coloragao de hematoxilina e eosina,
bem como a imunohistoquimica, para avaliar o possivel efeito imunomodulatério do
partenolido frente a EM, utilizando o modelo animal EAE. A analise dos dados obtidos
permite concluir que o partenolido foi capaz de reduzir o numero de leucdcitos
presentes no SNC de camundongos induzidos ao modelo animal e tratados com esse

produto natural.

Além disso, o partenolido foi capaz de reduzir a expressido de INOS,
diminuindo, assim, a produgdo de NO (dados n&o mostrados), molécula pro
inflamatdria e agravadora da patogénese da EAE. O partenolido ainda foi capaz de
modular as respostas Th2 e Th17 de forma favoravel a redugcao dos danos causados
pela doencga através do aumento de GATA-3 e redugao da IL-17. No entanto, para a
resposta celular do subtipo Th1, essa modulacdo do processo inflamatério pode
ocorrer de forma indireta, via aumento do perfil Th2, uma vez que nao houve reducao

da expresséao de T- bet.

Além disso, o partenolido foi capaz de aumentar a expressao de TGF-31 nos
animais tratados, demonstrando possiveis efeitos protetores relacionados a redugao
da proliferacao de células T efetoras e promogao de células T regulatérias. Por fim, o
partenolido foi capaz de induzir um aumento na expressdo de TGF-B2 na medula,

quando o animal foi submetido ao tratamento com a maior dosagem.

Dessa forma, os resultados do presente estudo revelam efeitos promissores do
partenolido frente a doengas inflamatdrias autoimunes, especialmente para a EAE,
modelo animal de EM. Sendo necessario estudos futuros em humanos, para avaliar a

eficacia e seguranga do composto quando utilizado em pacientes com EM.
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