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RESUMO

Introdugdo: A Esclerose Multipla (EM) € uma doenga inflamatéria autoimune
desmielinizante que afeta o sistema nervoso central (SNC). A Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE) € um modelo animal para o estudo da EM. A enzima
fosfatidilinositol-3-quinase-y (PI13Ky) desempenha um papel importante na motilidade
e sobrevivéncia de leucécitos em varios modelos de inflamagao. Objetivo: Avaliar o
papel da enzima PI3Ky no desenvolvimento da resposta imune da EAE e ainda, se a
inibicdo desta via contribui de forma neuroprotetora na doenca. Metodologia:
Camundongos fémeas C57BL/6 com 6 a 8 semanas de idade do tipo selvagem (WT)
ou deficientes de PI3Ky (KO) foram imunizados com o peptidio da Glicoproteina
Mielinica de Oligodendrocitos (MOGss.55) em adjuvante completo de Freund,
suplementado com Mycobacterium tuberculosis H37RA e ainda, a Toxina pertussis.
Primeiramente, a EAE foi avaliada até o 21°dpi, sendo que nos 14° e 21° dpi, grupos
de animais foram eutanasiados. Os cérebros, medulas espinhais e linfonodos
inguinais foram removidos e submetidos a analises como a histopatologia, através
da coloracdo de H&E para visualizacado de infiltrados inflamatérios e de Luxol Fast-
Blue, do processo de desmielinizacdo no SNC. Através de ELISA, foram
mensuradas as citocinas IFN-y, IL-17, IL-6, TGF- e IL-10 e as quimiocinas CCL5 e
CCL20. A proliferagdo microglial e astrocitaria na medula foram avaliadas pela
marcacgao de células Iba+ e GFAP+, respectivamente, por Imunofluorescéncia e a
marcacao de células apoptoticas na medula, por TUNEL. Animais EAE foram
tratados com 1mg/kg de FTY720 ou de seu analogo, por gavagem, do 10° ao 20°
dpi. No 21° dpi, os animais foram eutanasiados para a realizagao das analises
histopatologicas, dosagem das citocinas e quimiocinas por ELISA, nos cérebros,
medulas e linfonodos, e a avaliagdo da fosforilacdo da proteina Akt na medula
espinhal por Western Blotting. Resultados: Os animais WT-EAE apresentaram o
pico da EAE por volta do 19° dpi, enquanto os animais KO-EAE obtiveram um atraso
no desenvolvimento da EAE com o pico da EAE reduzido no 20° dpi, em relacédo ao
grupo WT-EAE. A reducado de infiltrados inflamatdrios e focos de desmielinizagao
foram relacionados a uma menor produg¢ao de CCL5, CCL20, IFN-y, IL-17 no SNC
de camundongos KO-EAE nos 14° e 21° dpi, em relagédo ao grupo WT-EAE. O grupo



KO-EAE apresentou menor proliferacdo microglial e astrocitaria no 14°dpi em
relagcao ao grupo WT-EAE. Nos linfonodos inguinais, tanto a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias como a de quimiocinas foram menores no grupo KO-EAE em
relacdo ao grupo WT-EAE, nos dois pontos avaliados. Foi verificado um numero
maior de células apoptéticas no SNC de animais WT-EAE em ambos os pontos. O
tratamento com FTY720 ou seu analogo foi capaz de reduzir o agravamento de
sinais clinicos da EAE, infiltracdo de células inflamatérias, desmielinizagdo, citocinas
pré-inflamatoérias e ainda, a fosforilagdo de Akt, o que sugere uma menor ativagéo da
via PI3K/Akt/mTOR. Conclusao: Esses resultados indicam que PI3K é envolvida na
sobrevivéncia, proliferagdo e migragdo leucocitica na EAE. Além disso, os
compostos FTY720 e seu analogo lipofiico foram capazes de reduzir a
neuroinflamacgao provocada por esta doenga no SNC.

Palavras-chaves: EM, EAE, PI3K-y, FTY720, analogo.



ABSTRACT

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory disease that
affects the central nervous system (CNS). The Encephalomyelitis Autoimmune
Experimental (EAE) is an animal model for the study of MS. The enzyme
phosphatidylinositol-3-kinase-y (PI3Ky) plays an important role in the motility and
survival of leukocytes in various inflammation models. Objective: To evaluate the
role of the enzyme PI3KYy in the development of the immune response of EAE and
also, if the inhibition of this pathway would be neuroprotective in the disease.
Methods: Wild-type (WT) or PI3Ky (KO) deficient C57BL/6 female mices were
immunized with the Oligodendrocyte Myelin Glycoprotein Peptide (MOGa3s.55) in
Freund's complete adjuvant, supplemented with Mycobacterium tuberculosis H37RA
and still, pertussis toxin. First, the EAE was evaluated until the 21st day, and in the
14th and 21st dpi groups of animals were euthanized. The brains, spinal cords and
inguinal lymph nodes were removed and submitted to histopathological analysis by H
& E staining to cellular infiltration and Luxol Fast-Blue staining to CNS demyelination
process. Through ELISA, the IFN-y, IL-17, IL-6, TGF-B and IL-10 cytokines, CCL5
and CCL20 chemokines levels were measured. Microglial and astrocyte proliferation
by labeling for Iba+ and GFAP+, respectively, by immunofluorescence and labeling of
apoptotic cells in the spinal cords, by TUNEL, were evaluated. EAE were treated with
1mg / kg FTY720 or its analogue, by gavage, from 10th to 20th dpi. At 21° dpi, the
animals were euthanized for histopathological analyzes, cytokines levels by ELISA,
in the brains, spinal cords and lymph nodes, and the evaluation of protein
phosphorylation by Western Blotting. Results: WT-EAE animals had the peak of
EAE around the 19th dpi, whereas those of KO-EAE present a delay in the
development of EAE with the peak of EAE reduced on 20° dpi, in relation to the WT-
EAE group. Reduction of infiltrates and foci of demyelination was associated with a
lower production of CCL5, CCL20, IFN-y, IL-17 in the CNS of KO-EAE mice at 14th
and 21st dpi, in relation to the WT-EAE group. The KO-EAE group had lower
microglial and astrocytic proliferation at 14°dpi in relation to the WT-EAE group. In
the inguinal lymph nodes, both proinflammatory cytokine production and chemokines

were lower in the KO-EAE group than in the WT-EAE group at the two evaluated



points. A larger number of apoptotic cells was observed in the CNS of WT-EAE
animals at both points. Treatment with FTY720 or its analogue was able to reduce
the worsening of clinical signs of EAE, infiltration of inflammatory cells,
demyelination, proinflationary cytokines and also, phosphorylation of Akt, which
became a less activation of the pathway PISK/Akt/mTOR. Conclusion: The results
indicate that PI3K is importante to survival, proliferation and migration of the
leukocytes in EAE. In addition, compounds FTY720 and its lipophilic analog have

been able to reduce the neuroinflammation caused by this disease in the CNS.

Keywords: MS, EAE, PI3K-y, FTY720, analog.
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1 INTRODUGAO

1.1 A Esclerose Multipla
1.1.1 Histérico

O histérico oficial da Esclerose Multipla (EM) iniciou-se no século XIX, quando
Robert Carswell e Jean Cruveilier relataram uma nova doenga. Carswell, em 1837,
observou estranhas lesbes na medula espinhal de um paciente post mortem. Em
1838, Cruveilier publicou quatro casos que associavam quadros clinicos aos
histopatolégicos de pacientes com esta doencga, ja chamando atengcédo para um perfil
intermitente da mesma (revisado por COMPSTON et al., 2005).

Em 1868, contribuicdes mais detalhadas a respeito das manifestacdes clinicas e
anatbmicas da doenga derivaram-se do neurologista Jean Charcot. Seus trabalhos
foram pioneiros em estabelecer ligacbes entre a sintomatologia e as alteragdes
patolégicas observadas nas amostras post mortem dos pacientes. Charcot definiu a
condicdo clinica observada como “esclerose em placas” e a partir dai, a EM tornou-se
distinta perante a medicina (revisado por COMPSTON et al., 2005).

Em 1884, Pierre Marie garantiu mais um novo passo para a EM ao sugerir, pela
primeira vez, que a mesma poderia ser causada por um agente infeccioso. Tal
observacao foi reforcada, em 1935, pelo cientista Thomas Rivers mediante o
estabelecimento de um modelo animal da doenga denominado Encefalomielite
Alérgica Experimental. Elvin Kab, em 1949, observou aumento de imunoglobulinas no
liquor de pacientes com EM, demonstrando um componente imunoldgico nesta
patologia (revisado por MOREIRA et al., 2002).

Ao longo do século XX até os dias atuais, as pesquisas ainda visam
compreender 0s mecanismos imunologicos e histopatolégicos envolvidos no
desencadeamento da EM, uma vez que a etiologia da mesma é complexa e, além
disso, € a busca pelo desenvolvimento de novas possiveis terapias que sejam

eficazes e com baixos custos e efeitos colaterais para os pacientes.
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1.1.2 Conceito e Epidemiologia

O sistema imunolégico é capaz de lidar com uma diversidade de patégenos e,
ao mesmo tempo, distinguir antigenos presentes nestes agentes daqueles que séo
préprios, os autoantigenos, tornando-se tolerante a estes (Walker e Abbas, 2002).
Mecanismos de tolerancia central e periférica, que ocorrem inicialmente no timo e nos
estagios finais em tecidos periféricos, garantem que a resposta das células imunes
seja eficaz contra patdgenos e nao permitem a ativagdo exacerbada do sistema
imunoldgico, o que poderia levar a danos no hospedeiro em longo prazo (Xing e
Hogquist, 2012; Mellamby et al. 2009). Nesse contexto, a perda ou o né&o
funcionamento adequado dos mecanismos de tolerdncia imunolégica podem
desencadear doengas autoimunes (HANDEL, et al. 2018).

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga inflamatéria crénica, de origem
autoimune, que afeta o Sistema Nervoso Central (SNC). E caracterizada por repetidos
episodios de destruicdo da bainha de mielina que reveste os axdnios dos neurbnios, o
que, consequentemente, determina varios tipos de perdas neuroldogicas que se
refletem em diferentes graus de incapacidades fisicas e cognitivas (PATRIKIOS et al.,
2006; LOURENCO et al., 2012; BAKSHI et al., 2016).

A EM ¢é mais comumente diagnosticada em adultos jovens, sendo o
inicio dos sinais clinicos da doenca observado entre os 20 e 40 anos de
idade. As contribuicdes cientificas a respeito da distribuicdo da EM no mundo foram
mais conclusivas a partir da segunda metade do século XX

Em seus trabalhos, Kurtze (1975™°, 2000) considera que a prevaléncia da
doenca em cada pais seria determinada como alta, caso fossem notificados mais de
30 casos a cada 100.000 habitantes, como o encontrado em partes do norte e oeste
da Europa e na América do Norte; média, quando apresentassem de 5 a 30 casos por
100.000, como o encontrado no sul da Europa e sul dos EUA, e baixa, quando menos
de 5 casos por 100 000, como o encontrado na Asia e América do Sul. Apesar de
existirem poucos trabalhos que mostram dados de prevaléncia da EM nas Américas
Central e Sul, estudos tém sugerido que essa taxa esteja em torno de 10-20 casos
por 100.000 habitantes (CALLEGARO, et al. 2001; MELCON, et al. 2008;
CRISTIANO, et al. 2009; ABREU, et al; 2012; MARRIE, et al; 2015).
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Em 2008, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que 2,1 milhdes de
pessoas no mundo apresentavam EM, sendo a meédia global de prevaléncia da
doenca de 30 para cada 100.000 habitantes. Ja em 2013, a Federacdo Internacional
de Esclerose Multipla (FIEM) estimou que existam 2,3 milhdes de pessoas com EM
no mundo, tendo a média de prevaléncia da doenga aumentado para 33 a cada
100.000 habitantes (Figura 1). A EM é presente em todas as regides do mundo,
porém a prevaléncia entre cada uma dessas regides varia enormemente.

Com base na estimativa mais recente da FIEM, a prevaléncia da EM seria
mais alta na América do Norte e Europa com 140 e 108 pessoas a cada 100.000
habitantes, respectivamente, e menor na Africa Sub- Saariana e Leste asiatico com
2,1 e 2,2 pessoas a cada 100.000 habitantes, respectivamente. A prevaléncia também
varia consideravelmente quando analisada dentro de uma mesma regido, como se
verifica na Europa. Na Suécia, a prevaléncia chega a 189 a cada 100.000 habitantes,
enquanto que na Albania, a prevaléncia é de 22 a cada 100.000 habitantes.

Os estudos epidemiolégicos para a EM demonstram que ela € mais comum
em individuos brancos do que em individuos ndo brancos e € duas vezes mais
comum no sexo feminino do que no sexo masculino. Entretanto, a OMS (2008)
ressalta a necessidade de levar em consideragao as limitagdes regionais, como por
exemplo, no continente Africano onde a restricdo ao atendimento médico neurolégico,
e a dificuldade ao acesso para diagndstico devem ser consideradas variaveis de

importante influéncia nos dados epidemiolégicos.
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Figura 1- Distribuicdo mundial da prevaléncia de EM [Federacdo Internacional de Esclerose Multipla
(FIMS, 2013)].

Com relacao a epidemiologia da EM, a maior parte dos dados atuais tem como
base trabalhos europeus e norte-americanos. Ja os estudos brasileiros avaliam a
epidemiologia da doenga, assim como sua diferenciagdo em relagdo a outras
patologias clinicamente semelhantes, como, por exemplo, a Neuromielite Optica
também conhecida como Doencga de Devic. Os estudos nacionais demonstram um
perfil de pacientes com EM predominantemente caucasianos, mulheres e
apresentando a forma clinica remitente-recorrente (ARRUDA et al., 2001; ALVES-
LEON et al., 2008; LANA-PEIXOTO et al., 2008; GRZEIUK, 2011; SOARES et al.,
2013).

Acredita-se que existam associacdes entre fatores ambientais e genéticos para
a patogénese da EM. No primeiro caso, a diferenca geografica (latitude) é
considerada um dos fatores de susceptibilidade (BAMM et al., 2017). De acordo com
os dados da FIEM (2013), paises mais distantes da linha equatorial do planeta
apresentam maiores taxas de prevaléncia da doenga, por exemplo, os paises norte-
europeus e norte-americanos.

Alguns estudos tém mostrado que a susceptibilidade a EM pode estar

relacionada a outros gatilhos ambientais como, por exemplo, temperatura, niveis de
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vitamina D, de melatonina, dieta alimentar e fumo (revisado por LINCOLN e COOK,
2009; MRAD et al., 2017).

Atualmente, tém-se destacado a grande relevancia da vitamina D para a EM.
Mrad e colaboradores (2017) verificaram em seu trabalho que pacientes com EM
deficientes em vitamina D apresentaram numeros mais elevados de células
inflamatdrias no soro, enquanto que a suplementagao desta vitamina por trés meses
foi capaz de reduzir tais populagbdes celulares garantindo gravidade e progressao
menores da doenca.

Um dos principais fatores relacionados a disponibilidade da vitamina D na
populagdo é a exposi¢cao a radiagao Ultravioleta solar, a qual € essencial para a
produgao dessa vitamina. A menor exposicdo a essa radiagao foi relacionada a uma
menor producgdo da vitamina D e consequentemente maior prevaléncia da EM. Dessa
forma, paises localizados em regides de baixa exposi¢do a luz solar, por exemplo,
aqueles mais proximos aos polos do planeta, tendem a apresentar maiores taxas de
prevaléncia da doenga provavelmente por possuirem populacbes com niveis de
producao de vitamina D mais baixos (THOUVERNOT et al., 2014).

De posse disso, podemos mensurar que os niveis de vitamina D possam exibir
padroes de variagdo sazonais, uma vez que se encontram na populagao, geralmente,
mais baixos ao final do inverno e inicio da primavera e assim, correlacionando-se ao
desenvolvimento, gravidade clinica e progressao da EM, e ainda de outras doengas
autoimunes de carater inflamatério como, o Lupus Eritematoso Sistémico (LES), a
Psoriase e a Artrite Reumatoide (AR) durante tais periodos (WATAD et al., 2017).

Também tem sido alvo de estudos, o papel das infecgdes no inicio da
patogénese de doengas autoimunes, como a EM. Fujinami e Oldstone (1985) ja
haviam verificado uma semelhancga estrutural entre peptideos do virus da hepatite B
(HBV, do inglés Hepatite B Virus) com a proteina basica da mielina (MBP, do inglés
Mielin Basic Protein) e concluiram que a infeccdo por HBV, associada a outros
fatores, poderia desencadear a EM, por ativagao de linfécitos T que respondem a
peptideos do HBV e também a MBP. Nesse caso, as respostas imunoldgicas contra o
virus resultam em reagdes contra os proprios tecidos, sendo este evento conhecido
como “mimetismo molecular’ (GRIGORIADIS, 2006, BRETTSCHNEIDER et al., 2009;
LARONI et al; 2016).
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Pormohammad e colaboradores (2017) ao conduzirem uma meta-analise da
relagdo entre a infecgdo pelo virus da Herpes Humana 6 (HHV6, do inglés Human
Herpes Viruses) e a EM, verificaram através de analises moleculares e soroldgicas de
pacientes infectados pelo HHV6 que, assim como em outras infeccoes por herpes
virus, o HHV6 esteve significativamente relacionado a EM.

Além dos virus, outros patdgenos, como as bactérias e os fungos, também sao
constantemente associados com a patogénese da EM. O Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) € um agente infeccioso associado com a EM, em pacientes
na Sardenha (FRAU et al., 2013). Bordetella pertussis ¢ uma bactéria capaz de
persistir na regido nasofaringea de alguns individuos vacinados e, em modelos
animais da EM, sua toxina atua como potente adjuvante quando administrada com
antigenos neurais, induzindo neuropatologias em tais modelos (RUBIN et al., 2016).

Saroukolaei e colaboradores (2016) ao analisarem a atividade da enzima
Proteinase A, a qual atua como importante fator de viruléncia em Candida albicans,
entre pacientes com EM e tal infeccdo fungica e controles, observaram que a
atividade da enzima mostrou-se mais elevada nos pacientes com EM, sugerindo um
maior potencial fungico de invaséao tecidual e associagdo com a gravidade da EM.

Recentemente, o horménio melatonina, produzido e liberado pela glandula
pineal, e que atua na organizagédo temporal dos ciclos bioldgicos, encontrando-se em
niveis mais baixos durante a primavera, € um achado que se correlaciona com as
maiores taxas de exacerbagdo da EM neste periodo. Este horménio parece estar
envolvido na etiopatogenia das doencas inflamatdrias intestinais (IBD, do inglés
Inflammatory Bowel Diseases) através da influéncia na expressdo de moléculas de
adesdo necessarias para a migragao celular aos sitios inflamatérios (WATAD et al.,
2017).

O efeito sazonalidade parece estar associado as doencgas autoimunes nao
apenas, no que tange as influéncias nos niveis de vitamina D e melatonina, mas
também aos padrbes sazonais de determinadas doencas infecciosas, os quais estao
correlacionados com o inicio e exacerbagdo de algumas doengas autoimunes.
Durante o inverno, por exemplo, o aumento da incidéncia dos virus infecciosos
Epstein-Barr (EBV, do inglés Epstein-Barr virus) esta associado com surtos de EM e
LES. As infec¢des por rotavirus, mais comuns durante o inverno, antecedem o inicio
dos sintomas da diabetes mellitus tipo 1 (T1DM, do inglés type 1 diabetes mellitus),

enquanto que a infecgéo por Escherichia coli (E. coli) antecede a cirrose biliar primaria
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e ainda, o pico de sintomas da T1DM pode ser subsequente as infeccbes por
Coxachievirus que ocorrem ao final do verdao (WATAD et al., 2017).

A susceptibilidade individual para desenvolver EM é bastante influenciada pelo
perfil étnico e historico familiar, o que sugere que o componente genético tem papel
determinante no risco para a doenga (revisado por HOLLENBACH e OHSEMBERG;
2015). Do ponto de vista genético, alguns genes de susceptibilidade ja foram
relacionados com a doenga. O principal fator genético ja identificado e relacionado a
doenga é o Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe Il (MHC Il, do inglés
Major histocompatibility Complex Il), que em humanos é conhecido como Antigeno
Leucocitario Humano (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigen) e inclui os genes do
grupo HLA-DR e HLA-DQ (revisado por SOSPEDRA E MARTIN, 2005). Os alelos
HLA-DRB1*, em especial o HLADRB1*15, desempenham papel importante na
etiologia da EM, pois ja foram associados a doenga em Portugal (SILVA et al., 2007),
Litudnia (BALNYTE et al; 2015), Canada (DYMENT et al; 2005) e Brasil (SANTOS et
al; 2002; GRZESIUK, 2011; PARADELA et al; 2014).

O HLADRB1*15 tem sido associado aos membros das familias do Fator
Transformante de Crescimento beta (TGF-B, do inglés Transforming growth factor
beta), Antigeno Citotoxico Associado ao Linfécito T- 4 (CTLA-4, do inglés cytotoxic T-
lymphocyte-Associated Protein 4), Fator de Necrose Tumoral (TNF, do inglés Tumor
necrosis factor alpha), entre outros, os quais sdo importantes protagonistas em
processos inflamatérios, como as doencas autoimunes. Entretanto, ainda existem
poucas informag¢des com relagdo ao risco genético conferido pelos alelos HLA de
classe | (WEINER et. al., 2009).

O HLA também pode determinar mudangas nas caracteristicas clinicas e
imunoldgicas da EM, e ainda influenciar a resposta do individuo as principais terapias
disponiveis para o tratamento da EM, uma vez que muitos pacientes ndo respondem
ou apresentam uma resposta fraca a terapia imunomoduladora (OKSENBERG e
BARANZINI, 2010). Correlagdes positivas entre presenca do alelo HLA-DRB1*15 e
resposta a terapia com Acetato de Glamatiramer foram relatadas por Fusco e
colaboladores em 2001, porém, a associagao entre os alelos de classe Il e a resposta
a terapia com IFN- ainda ndo pdde ser confirmada (FUSCO et al., 2001; PEREIRA et
al; 2012). Alguns alelos HLA foram sugeridos como fator de protecdo contra a EM em

certos grupos étnicos, tais como o HLA-DRB1*09 cuja baixa prevaléncia entre
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portadores da doenca, sugerem que este alelo figura como um fator de protecéo
(DYMENT et al; 2005; CRISTIANO et al., 2012).

Todos estes fatores etiolégicos contribuem para o aparecimento no SNC de
um infiltrado inflamatério bem delimitado, areas de destruicdo da mielina, ativagao das
células residentes no SNC, como microglia, proliferacdo de astrécitos, além de
variaveis graus de degeneracdo axonal associada a stress oxidativo e injuria
mitocondrial, caracteristico da EM (LASSMANN, 2014).

A EM é uma doenga autoimune inflamatéria de carater cronico. Muitos
trabalhos tém sido realizados com o objetivo de se compreender os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da patogénese da doenga. O processo de
desmielinizacdo observado no SNC caracteristico da doenca €& consequente da
ativacdo de células T CD4" com reatividade a mielina em 6rgéos linfoides periféricos,
como os linfonodos. Essas células atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) em
direcao ao SNC, auxiliadas por um aumento na permeabilidade vascular estimulado
pelo aumento da produgao de citocinas proé-inflamatérias no SNC, expressao de
moléculas de adesao e receptores de quimiocinas nas células endoteliais da BHE. Os
autoantigenos da mielina, sobretudo a Proteina Basica da Mielina (MBP) e a
Glicoproteina Mielinica de Oligodendracitos (MOG, do inglés Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein) do SNC sao apresentados por astrécitos, macréfagos e outras células
gliais a estas células T CD4" no SNC, reativando estas células e levando & produgdo
e liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y, IL-6, IL-17, TNF-a e outros
mediadores inflamatdrios tais como, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
Reactive Oxygen Species), 6xido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide), prostaglandina
E2 (PGE2) e ainda estimulando a liberagdo de Metaloproteinases (MMP, do inglés
Matrix Metalloproteinase), as quais atuam no aumento do influxo celular para o SNC,
culminando em lesdo ou destruicdo da bainha de mielina (RANSOHOFF, et al. 2003;
KUWABARA, et al. 2017; DOLATI, et al. 2017). A figura 2 resume todo este processo
(Dolati, 2017).
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Figura 2 - Imunopatogénese da Esclerose Multipla [adaptada de (Dolati, 2017)].

1.1.3 Sintomatologia

Do ponto de vista clinico, a EM manifesta-se com periodos de exacerbacdes
(surtos) e remissbes (melhoras), embora o curso clinico possa variar de individuo
para individuo. Nos ultimos anos, a apresentacao clinica da EM foi modificada, devido
as novas terapias, que modificaram o curso clinico da doenga (PEREIRA et al.; 2012).
Contudo, diversos sintomas podem contribuir para a redugado da qualidade de vida
dos pacientes, tais como disturbios do sono, fadiga, depressdo, os quais se
apresentam como reflexos da desmielinizacido do SNC ou do bloqueio da transmissao
do impulso nervoso no nivel dos axénios (KRATZ et al.; 2017). Entre as principais
formas de manifestagdo da doenga estdo, problemas visuais (49%), como cegueira
parcial ou total, dor ocular unilateral, diplopia (percepcéo de duas imagens de um
unico objeto) ou neurite 6ptica, dorméncia em membro ou membros e hemiplegia

(paralisia de metade sagital, esquerda ou direita, do corpo) (43%), disturbios
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sensoriais (23%) e disfungao geniturinaria (10%). Sinais de lesdo cerebral sdo menos
frequentes (4%) e incluem ataxia (perda do controle muscular durante movimentos
voluntarios), disartria (disturbio da articulacdo da fala), convulsées, movimentos
involuntarios, ansiedade e histeria. A fadiga, ou exaustdo constante, acomete 75 a
90% dos portadores de EM, e estima-se ser o sintoma mais grave em 40 % dos
pacientes (MOREIRA et al., 2008).

Sintomas comportamentais como alteragcdes de humor, transtorno bipolar,
euforia e estado de apatia sao descritos em coexisténcia com a esclerose multipla
desde os primeiros relatos da doencga. Dentre os sintomas emocionais, a depressao é
o achado mais frequente. A depressao pode ser o reflexo clinico da desmielinizagao
ativa de regides subcorticais do sistema nervoso, ou apenas uma associagdo de
fatores, pois alguns estudiosos acreditam que os sintomas depressivos resultam do
medo e da apreensdo diante do diagndstico e das restrigbes que normalmente
acompanham o desenvolvimento da doenga (MEANEY et al., 1995; MENDES et al.,
2003; YBARRA et al., 2007; SACRAMENTO et al; 2011).

Kornek e colaboradores (1999) ja enfatizavam a importancia funcional da
destruicdo axonal nas lesbes de pacientes com a doencga. Tais lesbes levam a um
processo conhecido como degeneracdo secundaria ou Walleriana (DW) dos tratos
neuronais, que ocorre quando o axénio € submetido a injuria, seja ela traumatica ou
isquémica, com degeneragcdo do tipo centrifugo e atrofia cerebral. Ainda neste
trabalho, foi observado que os danos axonais nas lesdes desmielinizantes ativas da
EM resultam em uma redug¢ao que varia em torno de 50 a 70% na densidade neuronal
em placas cronicas de desmielinizagao.

Sato e colaboradores (2015) observaram dois quadros neuropatolégicos como
potenciais indutores da patogenia da EM: ndodulos microgliais e lesbes recém-
formadas, ambas com auséncia de infiltrados celulares e desmielinizagdo. Nos
nodulos microgliais, os axénios danificados foram associados a um pequeno numero
de macrofagos/microglia agregados, enquanto que oligodendrécitos em apoptose
foram observados nas lesées recém-formadas. Ja foi demonstrado que a DW é capaz
de induzir ambos os processos no SNC. Nos modelos animais de injuria neuronal, a
inducdo da DW no SNC é realizada a fim de resultar no recrutamento de células T
encefalitogénicas presentes na periferia do organismo, as quais levam ao processo de

destruicdo da mielina, de axénios e de oligodendrocitos no SNC (ABE et al., 1999).
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Esta cadeia de eventos € consistente com a patologia precoce da EM descrita por
"nddulos microgliais" e "lesdes recém formadas".

Embora a extensdo do dano neuronal seja variavel e dependente da
intensidade do processo inflamatério durante a fase aguda da doencga, sabe-se que
15 anos apods o inicio da doenga, cerca de 50% dos pacientes necessitam de auxilio
para caminhar, e apds 25 anos, a maioria esta incapacitada para andar. Estas
caracteristicas parecem se relacionar, portanto, com o numero e a gravidade dos
surtos nos primeiros anos da doenga, sendo assim, o diagndstico e o tratamento

precoce sao imprescindiveis (BALSIMELLI et al., 2007).

1.1.4 Formas clinicas

A classificacdo das formas evolutivas da EM ¢é feita de acordo com a
recomendacdo do Departamento Cientifico de Neuroimunologia da Academia
Brasileira de Neurologia (2005), a qual adota a classificacdo de Lublin e
colaboradores (1996), que contempla quatro formas de evolugdo da doenca:
Remitente-Recorrente (RR), Secundaria-Progressiva (SP), Primaria-Progressiva (PP)
e Progressiva-Recorrente (PR).

Cerca de 85% dos pacientes apresentam o tipo Remitente-Recorrente (RR),
com surtos de duragdo variavel, seguidos de um periodo de remissdo e com
recuperacao total ou parcial do individuo afetado. A maioria dos pacientes do tipo RR
evolui para a forma Secundaria-Progressiva (SP), que apds a remissao dos surtos,
apresentam leve progressao da doenga. Em torno de 10% dos pacientes apresentam
a EM em sua forma Primaria-Progressiva (PP) que ja se inicia de forma progressiva,
com platds ocasionais € com pequenas melhoras temporarias. Na quarta forma, a
Progressiva-Recorrente (PR) desde o inicio observa-se o agravamento da
incapacidade com surtos claramente identificaveis com ou sem recuperagao do
paciente (LUBLIN e REINGOLD, 1996; LUBLIN, 2007; GOVERMAN, 2009).

Em 2007, Lublin apresentou estes padrdes clinicos da doenga em um grafico,
o qual foi obtido pela medida de escore clinico dos pacientes, segundo a Escala
Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS, do inglés, Expanded Disability Status

Scale), demonstrando as consequéncias na progressao da EM apds os surtos e
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caracterizando as suas formas clinicas (Figura 3). Ainda de acordo com este
trabalho, o elevado numero de recaidas no primeiro ano esta associado a um

progndstico ruim da doenca.

FADROES CLINICOS DA ESCLEROSE MULTIPLA
REMITENTE RECORRENTE
SECUNDARLA PROGRESSINA
PRIMARLA PROGRESSTVA L —
—
PROGRESSIVA RECORRENTE

TEMPO

Figura 3- Padrbes clinicos da Esclerose Multipla. A inclinagao do grafico para direita indica piora do
escore clinico [Adaptada de (LUBLIN, 2007)].

A EDSS é um método de quantificar, através de exames neuroldgicos, as
incapacidades ocorridas durante a evolugdo da EM ao longo do tempo. Foi
desenvolvida pelo neurologista John Kurtzke em 1983 como um aperfeigoamento da
Escala do Estado de Incapacidade (DSS, do inglés, Disability Status Scale)
desenvolvida pelo mesmo em 1955. A EDSS varia de 0 a 10, em incrementos de 0,5

unidade, que representam niveis mais altos de incapacidade (Figura 4).
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ESCALA EXPANDIDA DO ESTADO DE INCAPACIDADE DE KURTZKE - (EDSS)

Assisténcia Néo anda 5m mesmo
intermitente ou com com ajuda. Restrito a
Incapacidade Deambulagdo plena, auxilio unilateral cadeira de rodas.
Exame neurolagico minima, como uma até 500m sem ajuda constante de bengala, Transfere-se da
normal. leve perda da visao. ou descanso. muleta ou suporte. cadeira para a cama. Falecimento.

Sem Incapacidade moderada Deambulagdo até Restrito ao leito, mas Paciente incapacitado
incapacidade. ou discreta, como a 200m sem ajuda ou pode ficar fora da no leito. Pode
perda moderada de descanso. Limitagao cama. Retém fungdes comunicar, ndo come,
coordenagdo muscular. nas atividades diarias. de autocuidado; bom nao deglute.
Deambulando uso dos bragos.
plenamente.

Referéncia: Kurtzke. Neurology 1983; 33:1444-52.

Figura 4 - Representagédo da Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) (Kurtzke, 1983).

1.1.5 Diagnéstico

Visto que lesbes desmielinizantes no SNC nao sao exclusivas da EM, podendo
ser observadas em outros quadros patolégicos que afetam o SNC e ainda a
existéncia de uma variedade de quadros clinicos da doenga o diagndstico torna-se
complexo. Devido a isso, em 2010, o Departamento Cientifico de Neuroimunologia da
Academia Brasileira de Neurologia prop6e a adogao dos critérios firmados pelo painel
internacional de diagnostico da EM, de McDonald e colaboradores em 2001 e
revisados em 2005 e 2010 (POHLMAN et. al., 2011).

Tais critérios sdo baseados fundamentalmente no quadro clinico e nas imagens
de Ressonéancia Magnética (RM) do cérebro e medula espinhal, podendo-se obter o
diagnéstico da EM ja na primeira manifestagdo da doenca, desde que haja lesbes
desmielinizantes em estagios diferentes de evolugdo. Recentemente, a busca de
autoanticorpos contra a mielina também tem sido uma forma de diagndstico para a
EM. Lima e colaboradores (2008) identificaram a presenga de anticorpos anti-
mielinicos através da técnica de imunofluorescéncia indireta em amostras de medula

espinhal de pacientes com EM.
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Embora ainda ndo existam anticorpos circulantes especificos da EM aceitos
para a analise laboratorial, a detecgdo de bandas oligoclonias de IgG constitui o
biomarcador mais sensivel do ponto de vista bioquimico para o diagnéstico da doenga
(IMRELL et al., 2009; BRANDAO et al; 2005; BRANDLE et al; 2016; HALBGEBAUER
et al; 2016). Analises do liquido céfaloraquiadiano (LCR) de portadores de EM que
incluem citologia, funcdo da BHE e sintese intratecal de IgG é considerada protocolo
padrao durante o diagnostico/ prognéstico da EM, segundo o Comité Europeu de Luta
Contra a EM. (ANDERSON et al., 1994; DECKER et al; 2016). A sintese Intratecal de
IgG, que tem sido associada a tragos discretos de banda oligoclonal de
imunoglobulina tipo G, nédo é detectavel no soro de individuos sadios. A presenca de
duas bandas no LCR de um individuo ja é recurso suficiente para indicar sintese de
IgG no SNC, sendo portanto, um dos critérios para o diagnostico da EM, juntamente
com as evidéncias clinicas e imagenolégicas (LINK e HUANG, 2006; LOURENCO et
al; 2012; BAKSHI, et al; 2015).

Gerwien e colaboradores (2016) ao analisar a influéncia das gelatinase A/
MMP-2 e gelatinase B/ MMP-9 no desenvolvimento dos sintomas de um modelo
animal da EM, desenvolveram um método de imagem molecular para visualizagdo da
atividade de MMP no cérebro. Para isso, foram utilizados inibidores de MMP
marcados com fluorescéncia e radioatividade (MMPis) e um ligante de MMP
radioativo para imagem de tomografia para analise da atividade de MMP em
pacientes com EM. Em contraste com a RM tradicional com contraste de T1 e
gadolinio, o método possibilitou o rastreamento da atividade de MMP como
caracteristica unica de lesdes precoces e infiltracido de leucdcitos em curso no SNC
atravées da BHE. Sendo assim, torna-se possivel o monitoramento do
desenvolvimento da EM e o fornecimento de um meio sensivel e n&o invasivo de
seguir a formacgao e resolucado de lesbes em modelos animais da EM e na sua forma
humana.

A busca por moléculas com aplicabilidade diagndstica, prognéstica e de
monitoramento, chamados biomarcadores, tem instigado a ciéncia atual, pois
permitem o desenvolvimento de terapias especificas direcionadas a patogénese do
processo a nivel molecular (BIELENKOVA e MARTIN, 2004). A identificacdo de
biomarcadores especificos para a EM pode tornar o seu diagnéstico mais simples e
direto. (FOSSEY et al., 2007; BRANDLE et al; 2016).
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1.1.6 Tratamento

Os tratamentos atuais contra a EM sao capazes de diminuir as taxas de
recaidas em pacientes com a forma RR, apesar da acdo de alguns destes nao ser
efetiva apdés anos de utilizagdo. Ja as formas progressivas da doenga apresentam
limitagdes tanto no numero quanto na eficacia de medicamentos para o tratamento.
Em virtude disso, novos medicamentos sdao ainda necessarios para efetivamente
tratar os pacientes com EM (MAHAD et al., 2015).

Os medicamentos hoje utilizados possuem a capacidade de atingir as células
imunes autorreativas e os seus produtos, evitando os danos aos tecidos do paciente
através da modulacdo da inflamacdo, porém, como um dos efeitos colaterais
potenciais, destaca-se a imunossupressao, o que pode ainda levar ao aumento na
incidéncia de infeccbes e tumores (KATSARA et al., 2008; FARJAN et al., 2015). Tais
compostos sdo conhecidos como agentes modificadores da doenca, e sdo aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo classificados como
imunomoduladores ou imunossupressores, administrados de acordo com a fase e a
progressao da doenca (FOX, 2004).

Os pacientes que se apresentam em recaida da doenca, geralmente, séo
tratados com corticosteroides, via intravenosa, ou injegbes do hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH, do inglés, adrenocorticotropic hormone), o qual é
produzido e secretado pela adenohipdfise e estimula a regido cortical das
suprarrenais a secretar glicorticoides. Apesar dos mesmos serem eficazes na redugao
do tempo de recaida dos pacientes, ndo exibem efeitos neuroprotetores em longo
prazo (VOGEL et al., 2013, DIEBOLD et al., 2016).

As opgdes de agentes modificadores da doenga incluem os tipos de interferon,
o acetato de glatirdmer, anticorpos monoclonais e moduladores de receptores de
esfingosina-1-fosfato (Figura 5). Estas terapias reduziram significativamente o
numero de ataques e progressao da doenca, apesar de que os tipos de interferon séo
eficazes nas fases de recaidas precoces da EM, mas ndo nas fases avancadas da
doenga. Em ultima andlise, a indugdo da tolerancia contra autoantigenos e o
restabelecimento da homeostase da imunidade pode eficazmente "curar" a doencga;

tais estratégias tém sido o foco de pesquisas recentes (INGLESE et al., 2015).
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos tratamentos/medicamentos para EM (adaptado de Dargahi et al.,
2017).

A descoberta do primeiro IFN-B, em 1993, permitiu o surgimento da
terapéutica modificadora da doenca, permitindo focar o tratamento na
prevencdo de novos surtos e na diminuicdo da progressdao de incapacidade
(RIO, et al. 2011). Atualmente, as terapéuticas de primeira linha, aprovadas
pela Agéncia Médica Europeia (EMA, do inglés, European Medical Agency) para o
tratamento de EM do tipo RR, incluem as trés apresentagdes farmacologicas de IFN-3
(IFN-B-1b, Betaferon/Extavia; IFN-B-1a, Avonex; IFN-B-1a, Rebif) e o acetato de
glatiramer (Copaxone).

O IFN-B é produzido principalmente pelos fibroblastos, mas outras células
como NK (do inglés, Natural Killers), células B, células T e macrofagos também
possuem a capacidade de sua secrecao. O IFN- tem atividade antiviral e antitumoral
bem como sendo eficaz na reducdo da taxa de recaida em pacientes com EM
(SHIRANI et al., 2012). O mecanismo pelo qual o IFN-$ atua equilibra a expressao de
citocinas proé e anti-inflamatérias no SNC e na diminuigdo do numero de células
inflamatdrias que atravessam a BHE. Como consequéncia de seu uso, observa-se a
diminuicdo da inflamacdo neuronal, aumento dos fatores de crescimento e

sobrevivéncia neuronal. Além disso, o IFN-B reduz a populagdo de células Th17 e
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citocina IL-17, a qual € conhecida por estar envolvida na imunopatologia da EM
(MITSDOERFFER et al., 2009).

Apesar do impacto do IFN-B na progressao da doenga em pacientes com EM,
existem limitagbes em seu uso, como efeitos colaterais que variam desde dores
corporais locais, reagdes cutaneas (inchaco, vermelhidao), febre, mialgia, sintomas
semelhantes a gripe até efeitos colaterais mais graves, como pensamentos suicidas,
alucinagdes, convulsdes, problemas cardiacos e hepaticos. Como resultado, muitos
pacientes interrompem o tratamento e, em geral, o beneficio do uso de IFNs é
relativamente pequeno (KATSARA et al. 2008).

O acetato de Glatiramer (AG) é um peptideo sintético (acido L-glutamico,
lisina, alanina e tirosina) que mimetiza a MBP e, assim, compete com peptideos de
MBP antigénicos curtos ao serem reconhecidos pelo MHC de classe Il. AG desvia o
perfil de células Th1 para o perfil Th2, o qual suprime respostas inflamatérias e ativa
células T regulatérias na periferia (HASS et al., 2009). As injecbes de AG em
pacientes podem ocasionar efeitos colaterais brandos (febre, calafrios) e mais graves
(cardiovascular, digestivo, problemas musculares e respiratorios).

O fumarato de dimetila (BG-12) é um éster metilico do acido fumarico que
modula as respostas imunes. Foi aprovado pela FDA em 2013 e atua reduzindo a
migragdo de células inflamatérias através da BHE e na regulacdo de proteinas
antioxidativas que protegem as células contra o dano oxidativo e inflamacgéao. Os
efeitos colaterais do BG-12 incluem diarréia, dor abdominal, nauseas, alteracdo em
enzimas hepaticas e diminuicdo da contagem de linfécitos (MOHARREGH-KHIABANI
et al., 2009; ALBRECHT et al., 2012).

A teriflunomida é um metabolito ativo da leflunomida (uma modificagéo
imunossupressora de um composto usada para o tratamento da artrite reumatoide)
que inibe a enzima dihidroorotato-desidrogenase (PALMER et al, 2010), inibindo
assim, a proliferacdo de células B e T. Além disso, a teriflunomida exerce
propriedades anti-inflamatérias por inibicdo de células T produtoras de IFN-y,
importante ativador de respostas imunes, enquanto as células T produtoras de
citocinas anti- inflamatérias, como IL-4 e IL-10 ndo sao afetadas (KORN et al, 2004).
Os efeitos colaterais incluem: redugdo da contagem de glébulos brancos, alopécia,
efeitos hepaticos, nauseas, diarreia, entorpecimento na mao e nos pés, reacoes

alérgicas, problemas de respiragdo e aumento da pressao arterial. Teriflunomida foi
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aprovado pela FDA em 2012, e pela EMA em 2013 para uso em pacientes com EM
na forma RR.

A mitoxantrona é usada principalmente para tratar certos tipos de cancer, em
particular, o Linfoma n&o-Hodgkin, a Leucemia Mieloide Aguda, cancer de mama e
prostata. Mitoxantrona € um inibidor da enzima topoisomerase do tipo II, que
interrompe a sintese e o reparo do DNA em células cancerosas, no entanto, as
células normais também sdo afetadas. E um potente supressor imunoldgico,
suprimindo células T, células B e macrofagos, reduzindo as citocinas pro-inflamatorias
(IFN-y, TNF-a e IL-2) (LENK et al., 1987; HUANG et al., 2012). No entanto, varios
efeitos secundarios estdo associados ao seu uso, que variam de nauseas, vOmitos,
perda de cabelo, cardiotoxicidade, leucemia, infertilidade, infec¢des, leucopenia e
trombocitopenia (ECKSTEIN et al., 2016). Como resultado, seu uso tem sido
significativamente reduzido ao longo do tempo. Além disso, devido ao risco de
cardiotoxicidade e leucemia, existe um limite na dose acumulativa a ser administrada
aos pacientes (MARTINELLI et al., 2009).

Em 1989, Fujita e colaboradores, isolaram o ISP-1 (miriocina), um metabdlito
do caldo do fungo Isaria sinclarii (HIROSE et al, 1996). Estes autores descreveram a
atividade imunossupressora deste composto, que era cinco vezes mais potente e
menos tdéxico que a ciclosporina A, ja utilizada em transplantes (FUJITA et al, 1995-
A). Eles trabalharam a relagao estrutura-atividade deste composto e concluiram que
era necessaria a inclusdo de um grupo aminoalcool 2- alquil-2- aminoetanol (ADACHI
et al, 1995). Também destacaram a necessidade de uma cadeia longa para a
manutengao da atividade lipofilica e com isso desenvolveram a sintese do composto
FTY720- Fingolimode {Cloridrato de 2- amino-2-[2-(4- octifenil)etil]1,3-propanodiol}
(FUJITA, 1995-B), composto este que se encontra disponivel no mercado com o

nome comercial de Gylenia, fabricado pelo Laboratério Novartis (Figura 6).
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Figura 6 - Estruturas quimicas do ISP-1 (miriocina) e o composto FTY720 (Fonte: DEL OLMO et al.,
20086).

Fingolimod recebeu aprovagdao da FDA em 2010, sendo considerado a
primeira terapia oral (0,5 mg uma vez ao dia) disponivel para pacientes com formas
recidivantes de EM. Fingolimod € um modulador do receptor fosfato de esfingosina- 1
(S1P), atuando como um superagonista do mesmo causando a sua internalizacédo em
leucécitos, levando a infiltragdo reduzida de linfocitos potencialmente autorreativos no
SNC, os quais permanecem localizados nos linfonodos (BRINKMANN et al., 2002;
MATLOUBIAN et al.,, 2004). Além disso, um beneficio secundario do uso de
Fingolimod é sua atuagao em receptores S1P em células da glia no SNC, levando a
ativacao de cascatas de sinalizagao relacionadas a S1P dentro do SNC, reduzindo os
processos de desmielinizagdo, perda axonal e astrogliose (BRINKMANN et al., 2002;
CHOl et al., 2011).

Com base em ensaios clinicos envolvendo pacientes com EM em sua
forma RR, Fingolimod foi mais eficaz em comparagao ao tratamento com IFNB-1a ou
placebo, reduzindo a frequéncia de surtos (exacerbagdes clinicas), progresséo da
incapacidade, medidas de resultado de imagens de RM, incluindo perda de volume
cerebral. Mais de 180 mil pacientes foram tratados com Fingolimod em ensaios
clinicos e os efeitos adversos de seu uso incluem bradicardia (dentro das 6 h apds a
iniciacao do tratamento), visao turva, diarreia, dores nas costas, dor de cabeca, tosse
e vomitos. Com dados razoaveis mostrando sua seguranga em longo prazo e melhora
da doencga, Fingolimod é uma excelente escolha para pacientes com EM em fase
ativa e quem prefere a opgéo de tratamento oral (COHEN et al., 2010; CALABRESI et
al., 2014).
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Embora, o tratamento com Fingolimod tenha obtido resultados significativos na
redugdo dos sinais clinicos da EM em pacientes com a forma RR, o custo deste
tratamento torna-se um grande agravante para os pacientes. A dose indicada do
FTY720 é de uma capsula de 0,5 mg diariamente, porém, atualemente, 28 capsulas
deste medicamento € comercializada com uma variagao de 7.000 a 10.000,00.

No Brasil, o Ministério da Saude aprovou em 02 de abril de 2018, o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Esclerose Multipla com o objetivo de
regulamentar os critérios de inclusdo de pacientes com EM aos tratamentos
disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS). De acordo com este Protocolo,
a estratégia terapéutica para a EM esta divida em quatro linhas. A primeira linha
constituida pelos medicamentos IFN-B, acetato de glatiramer ou teriflunomida. A
segunda linha por IFN-B, acetato de glatiramer, teriflunomida, fumarato de dimetila ou
finglimode. A terceira linha é composta pelo fingolimode, caso ja nao tenha sido
utilizado em linhas anteriores e por fim, a quarta linha, composta pelo anticorpo
monoclonal natalizumabe.

Atualmente, os anticorpos monoclonais tém se somado as terapias utilizadas
para o tratamento da EM, uma vez que os mesmos apresentam agdes mais
especificas em células imunes, o que de certa forma, reduz os efeitos colaterais para
o paciente. O Natalizumab é um anticorpo monoclonal humanizado contra a molécula
de adesao celular a4-integrina. As integrinas sao receptores transmembranares que
permitem a adesao célula-matriz extracelular, ativando sinalizagao celular que regula
o crescimento, divisdo, sobrevivéncia, diferenciagdo e migragao celular. As integrinas
sdo expressas em ceélulas T, células B, mondcitos, macrofagos, células NK, células
dendriticas (CDs), neutrdfilos e eosindfilos. Interferir ou bloquear a a4-integrina afeta a
migragdo de células imunes através BHE, assim, bloqueando a interagdo entre a
integrina 04 e a molécula de adesdo vascular endotelial-1 (VCAM-1), inibindo a
migracdo transendotelial para o SNC (Sheremata et al., 2005). Natalizumab é
administrado intravenosamente uma vez por més (RICE et al., 2005) e reduz as
células T ativadas no SNC, resultando em respostas anti-inflamatérias e, portanto,
efeitos neuroprotetores (YONG et al., 2007).

Como efeitos adversos de seu uso, em 2004, apds a sua aprovagao pela FDA,
foram relatados alguns casos de infeccdo cerebral rara relacionada a
leucoencefalopatia multifocal progressiva, a qual pode ocasionar incapacidade e

morte, levando a retirada do medicamento do mercado. Em 2006, apds sua
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reintroducdo, um numero maior de casos de infecgdes cerebrais ocorreu no ano de
2012. Apesar desses relatérios, a FDA nao retirou o Natalizumab do mercado, pois os
beneficios clinicos superam os riscos envolvidos. Outros efeitos colaterais incluem
hepatotoxicidade, reagdes alérgicas e maiores riscos de infecgdo. Devido a riscos
relacionados ao Natalizumab, existem resisténcias quanto a sua utilizagdo como
opc¢ao de tratamento preferencial (DARGAHI et al., 2017).

O Ofatumumab (OMB157) € o primeiro anticorpo monoclonal de IgG1 kappa do
tipo 1 (IgG1k) totalmente humano e atualmente esta licenciado para o tratamento de
pacientes com leucemia linfocitica crénica (Intravenosamente, Arzerra®). Também
mostrou ser benéfico para pacientes com artrite reumatdide, linfoma folicular nao-
Hodgkin, linfoma difuso de células B e EM. Sua agéo € exercida como bloqueador da
molécula CD20, a qual é marcadora de superficie em células B, incluindo as
autorreativas. Células B atuam como reguladoras da resposta imune, ativando células
TCD4", através da secregdo de citocinas e anticorpos (SORENSEN et al., 2014).
Outros anticorpos monoclonais também atuam como anti-CD20, como o Rituximab
(HAUSER et al., 2008) e Ocrelizumab (KAPPOS et al., 2011). OMB157 tem sido bem
tolerado por 90% dos pacientes com EM, embora os mesmos ainda estejam na fase
de teste.

Em margo de 2017, a FDA aprovou o uso de um novo anticorpo monoclonal
para o tratamento da EM, em sua forma primaria-progressiva, sendo assim, a primeira
droga aprovada para esta forma da doenca. Testes clinicos conduzidos para
determinar a seguranga de Ocrelizumab em pacientes jovem com EM, houve maior
risco de surgimento de tumores e efeitos na gravidez (estudo permanecera até 2024)
(FDA, 2017).

Alemtuzumab €é um anticorpo monoclonal humanizado anti-CD52, uma
molécula de superficie celular expressa em células B e T, células NK maduras,
plasmacitos, neutrofilos e, o mais importante, células tronco- hematopoiéticas nao
expressam CD52, sendo, portanto, ndo afetadas por esta terapia. Alemtuzumab pode
causar efeitos colaterais graves, incluindo trombocitopenia imune, problemas renais,
dificuldade em respirar, inchago, dor no peito, frequéncia cardiaca irregular, certos
tipos de cancer (leucemias e tireoide), citopenia e infec¢des graves. Foi aprovado pela
FDA em 2014 para ser usado em pacientes com EM, em sua forma RR, mas devido

aos eventos adversos frequentes e significativos de alemtuzumab, geralmente é
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usado em pacientes que usaram 2 ou mais terapias sem éxito (COLES et al., 2012;
COHEN et al., 2012).

Daclizumab é um anticorpo monoclonal humanizado anti-CD25, contra o
receptor de IL-2 expresso na superficie das células T. O mecanismo pelo qual o
Daclizumab funciona é através do bloqueio do receptor de IL-2 em células T,
impedindo a ativagdo das mesmas. Foi originalmente aprovado pelo FDA em 1997 na
prevencdo de transplantes agudos de rim (juntamente com corticosterdides e
ciclosporina), porém o uso foi interrompido devido a baixa demanda no mercado.
Recentemente, tem sido utilizado para o tratamento da EM e os efeitos colaterais
associados ao Daclizumab s&o relativamente menores em comparagao aos outros
(LYCKE et al., 2015).

Por fim, a Dalfampridina, a qual ndo pretende atrasar os sintomas ou alterar o
curso da doencga, mas sim, melhorar os sintomas motores, como a caminhada.
Dalfampridina € um bloqueador de canais de potassio, resultando em correntes de
potassio melhoradas e condutancia nervosa. Dalfampridina foi aprovada pela FDA em
2010 e os efeitos colaterais comuns incluem nauseas, nervosismo e tonturas, que sao
relativamente menores em comparagdo com outras drogas de EM (DARGAHI, et al.,
2017).

Portanto, uma série de opg¢des de tratamento ja esta disponivel para pacientes
com EM, em particular aqueles com a forma ativa da doenga, no entanto devido a um
conjunto de efeitos colaterais, eficacia limitada em longo prazo e incapacidade de
reverter a doencga, novas opgdes de tratamento sdo ainda necessarias. Novos
candidatos terapéuticos promissores estdo se tornando disponiveis, embora as
eficAcias em ensaios clinicos humanos continuem a serem determinadas.
Recentemente, estudos utilizando células-tronco em lesbes do SNC (McALLISTER et
al., 1997), vacinas de DNA para tolerizacdo de pacientes contra peptideos mielinicos
(KANG et al., 2012), uso de nanoparticulas carreadoras de moléculas anti-
inflamatorias destinadas aos sitios inflamatérios (XIANG et al., 2010), entre outros,
podem abrir caminhos para desenvolvimento de imunoterapias alternativas e mais
eficazes para a EM. Com a multiplicidade de informagdes sobre a imunopatofisiologia
da EM e a disponibilidade de novos tratamentos, o tratamento da doenca apresenta
assim, um futuro promissor (YANNAKAKIS, et al., 2017).

1.2 A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)
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1.2.1 Conceito e historico

O estudo da EM, em humanos, é restrito devido a inacessibilidade ao SNC do
paciente, sendo assim, apenas constituintes do sangue periférico, fluido
cerebroespinhal (FCE) e tecido post-mortem tém sido utilizados nos estudos.
Clinicamente, a ressonancia magnética (RM) € a técnica nao invasiva de escolha que
fornece informagdes mais especificas sobre o processo da doenga em pacientes com
EM. No entanto, para uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos em
doengas humanas, modelos animais s&0 necessarios por proporcionarem
possibilidades de novos estudos, como por exemplo, a manipulagdo genética atraves
de linhagens transgénicas e knockout, e também a transferéncia de
células manipuladas entre animais. Portanto, o uso de ferramentas
moleculares, de imagem, imunoldgicas, histopatolégicas e terapéuticas em
modelos animais da EM auxilia no conhecimento imunogenético da doenca
(KRISHNAMOORTHY, et al 2009; PEON et al., 2017).

A Encefalomielite Autoimune Experiemental (EAE), o primeiro modelo
para EM, foi descrito pela primeira vez por Thomas Rivers em 1933 (RIVERS,
et al. 1933). Nesse trabalho, macacos Rhesus passaram pela inducdo da EAE
recebendo injegdes de extrato de cérebros de coelhos e desenvolveram sinais
clinicos associados ao SNC, apresentando reagdes inflamatorias acompanhadas de
desmielinizagao perivascular no mesencéfalo, medula e cerebelo.

Atualmente, existem varios modelos de EAE, que diferem de acordo com as
linhagens de animais, os quais s&o principalmente roedores e os tipos de
antigenos utilizados para a indugdo. Estes modelos mimetizam as formas

clinicas desenvolvidas também na EM (Tabela 1).
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Tabela 1 Fendtipos clinicos dos modelos animais de EAE (adaptado de Weiner et.al., 2009).

LINHAGEM INDUGAO TIPO DE DOENCA
C5TBL/G MOG Remilente-recormanta
SJLiJ PLP Remitente-recomanie
NOD MOG Crinica Progressiva
MOG ﬁg X MOG BCR Tg MOG Doenca de Devie (Krishnamoorthy et al., 2008)
MOG TCR Tg (SJL) MOG Remitente-recarmenta (Pollinger at al., 2003)
C5TBL/& Mondcilos Progressiva
[-N]WA] Vires de Theiler Recarrante/Progressiva
Ratos Lewis MBP Recorrente Aguda ADEM

Cada modelo de indugdo da EAE pode diferir na sensibilidade, curso
clinico e patologia, que s&o determinados pela linhagem utilizada, espécie,
idade, sexo, antigeno, dose e via de administracdo (KRISHNAMOORTH, et al.
2009). Clinicamente, a EAE classica induzida ativamente por imunizagdo ou
por transferéncia adotiva de células mielino-reativas € caracterizada por um
quadro de paralisia ascendente que se inicia com a perda do tbnus da cauda
e, em seguida da cauda em dire¢cdo a cabega do animal, o que gera fraqueza
e paralisia dos membros, a qual esta associada a um processo inflamatério na
medula espinhal. Adicionalmente, os fendtipos de EAE nao classicos ou
atipicos tém sido descritos em alguns modelos animais caracterizados por
ataxia e incapacidade de andar em linha reta (WENSKY et. al., 2005).

O meétodo mais comum utilizado para induzir a EAE é a imunizagdo
ativa. Os animais sao imunizados subcutaneamente com proteinas mielinicas
encefalitogénicas ou peptidios, na presenga do adjuvante completo de Freund
(CFA, do inglés Complete Freund's Adjuvant), composto de o6leo mineral e
Mycobacterium tuberculosis cepa H37RA morta por calor para impulsionar a
resposta imune inata e facilitar a liberagdo gradual e constante do antigeno
nos ganglios linfaticos. Além disso, a toxina pertussis € aplicada pela via
intraperitonial para promover o acesso das células T especificas a mielina ao
SNC (RACKE et. al., 2005; MO et al., 2008).

Nos animais da linhagem C57BL/6, o agravamento dos sinais clinicos da
doenca, caracterizado pela pontuagao no score clinico da doenga, inicia-se por volta

do 14° dia pds-imunizagao (dpi), desenvolvendo o pico da doencga, por volta do 18° dpi
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e a remissao total, por volta do 28° dpi, ao passo que os camundongos SJL/j
apresentam cinética inicial com evolugdo progressiva no segundo més pos-
imunizacdo. Vale ressaltar, portanto, que a EAE, assim como a EM, depende de
fatores genéticos, como os genes relacionados ao MHC.

Alguns trabalhos procuram investigar os fendbmenos de iniciagdo e de
transmigracdo celular durante a EAE. Os mais importantes até agora
estudados sdo dependentes de moléculas de adesdo como as selectinas (E-,
P-, L- selectinas) e as interagdes de integrinas (VLA-4, do inglés Very Late
Antigen-4 e LFA-1, do inglés Lymphocyte function-associated antigen 1). A
toxina da bactéria Bordetella pertussis aplicada durante a imunizagdo auxilia na
promog¢ao da infiltracdo celular para o SNC através de um mecanismo que
envolve a ativacdo de células endoteliais que compdéem a BHE através do
TLR4 (do inglés Toll-like Receptor-4), o que induz alta expressdo de P-selectinas,
facilitando a transmigragdo de <células para o SNC (revisado por
RACKE et. al., 2005; MOHAJERI et al., 2015).

1.2.2 Aspectos imunolégicos da EAE e EM

A EM e a EAE sao exemplos de doencas autoimunes resultantes da
quebra da tolerancia imunoldégica. O estado de homeostase do organismo é
mantido através da capacidade em se distinguir antigenos proprios (self) dos
nao proprios (non-self), sendo esse processo denominado Tolerancia
Imunologica ou Autotolerancia, a qual é mantida em céluas T ou B
imunocompetentes por mecanismos centrais e periféricos. A quebra da
tolerancia imunoldgica seja por fatores genéticos ou por fatores ambientais, ja
mencionados, resulta na perda da capacidade da distingdo entre antigenos
proprios e nao proprios pelas células imunes, podendo ocasionar respostas
exacerbadas contra antigenos proprios caracterizando a Autoimunidade
(ERCOLINI, et al. 2009).

Atualmente sabe-se que a patogenia envolvida nas doengas é complexa, e que
varios tipos celulares contribuem para o processo patolégico, mesmo que de forma

indireta.
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As células imunes que residem no SNC sao ativadas na presenca de danos aos
tecidos do SNC. Ja é conhecido que, nessas condigdes, células microgliais aumentam
os niveis de expressao de MHC classe | e Il, moléculas co-estimulatérias de células T
(CD4 e CD8), células B, mondcitos, macréfagos e células dendriticas (HEMMER, et
al. 2006) Tais células inflitrantes secretam citocinas pré-inflamatdrias, éxido nitrico e
MMP (TABARKIEWICZ, et al. 2015; VAN HAMBURG, et al. 2011) levando a
destruicdo da bainha de mielina (Figura 7).

Acredita-se que a inflamag&o crbénica € a marca registrada de doencas
neurodegenerativas como a EM, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson
(HEMMER, et al. 2006; SOSPEDRA e MARTIN, 2005). Células T autorreativas a
mielina atravessam a BHE e sua migragao para o SNC consequentemente inicia uma
cascata inflamatéria seguida de desmielinizagdo do SNC e danos axonais. As lesdes
de EM aparecem na substancia branca dentro do neurénio visual, ganglios basais,
tronco cerebral e medula espinhal (MUNZEL e WILLIAMS; 2013).

As células descritas abaixo, as quais sdo envolvidas no processo inflamatério

sao integrantes tanto da imunidade inata, quanto da adquirida.
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Figura 7 — A complexidade imunoldgica do ambiente de células imunes e citocinas na EM (adaptado
de Dargahi et al., 2017).
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Macroéfagos e Micréglia

Os macréfagos sdo células que comumente estdo sendo divididos em dois
distintos fendtipos, M1 ou M2 com base no fendtipo de secrecao de citocinas pré ou
anti-inflamatérias. Estes fendtipos representam extremos de um extenso painel de
fendtipos. O fenotipo M1 conhecido como classicamente ativado, em camundongos,
apresenta como marcadores de superficie principais F4/80%, CD11b* ,CD11c¢", INOS*
e em humanos CD40*, CD86", CD64", CD32". E induzido na presenca de IFN-y e/ou
ligantes de receptor do tipo Toll like (TLR) tais como os lipopolissacarideos (LPS). O
perfil M1 caracteriza-se ainda por ser pré-inflamatério devido a secregéo de citocinas
como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, iNOS e quimiocina CCL2 (MOSSER e EDWARDS,
2008). O fendtipo de macrofagos M2, conhecido como alternativamente ativado, em
camundongos apresenta como principais marcadores de superficie F4/80", CD11c,
CD301*, Arg1®, CD206" e em humanos CD163", CD206", sendo induzido na
presenca de IL-4, IL-10, IL-13 e Arginase 1 que bloqueiam a atividade iINOS
(MOSSER e EDWARDS, 2008).

O perfil M2 j& se caracteriza como anti-inflamatério devido a secre¢cdo do
antagonista do receptor de IL-1, de IL-4, IL-10, TGF-B. Macrofagos desempenham um
papel crucial na patogénese da EM, uma vez que em lesbes desmielinizantes ativas,
os macrofagos sdo altamente presentes em comparagdo com aquelas inativas ou
remielinizadas (BRUCK et al., 1996). Assim como os macrofagos, as células da
microglia sdo divididas em micréglia polarizada em perfis M1 e M2. As células de
microglia M1 sdo pré-inflamatérias e expressam CD40, CD74, CD86 e CCRY7,
enquanto que, as células de microglia M2 sao anti-inflamatérias e expressam o
receptor de manose (CD206) e CCL22. Curiosamente, em um modelo EAE foi
mostrado que a supressdo de CCL22 diminuiu a infiltragdo de macréfagos M1 no
SNC. Sendo assim, terapias concebidas para suprimir CCL22 tém o potencial de
diminuir a desmielinizagdo e a progressdo da doenga. Além disso, em ratos, as
células de microglia M1 sofreram polarizagcao para células de microglia M2 durante o
processo de remielinizagao, portanto, a polarizagao para o perfil M2 é necessaria para

a remielinizacéo eficiente (MIRON et al., 2013).
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Astrocitos

Os astrocitos, outro tipo de célula da glia, compdem uma grande fragdo de
células no cérebro dos mamiferos (HERCULANO-HOUZEL et al., 2014). As principais
funcdes dos astrdcitos incluem a regulagdo da homeostase ibnica, contribuido para o
metabolismo do SNC e a formacédo da BHE (SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Além
disso, ja foi demonstrado que astrécitos de roedores regulam positivamente sua
expressao de MHC-II, apds tratamento com IFN-y in vitro (ZEINSTRA, et al., 2003) e
tém a capacidade de processar e apresentar antigenos mielinicos como os peptideos
PLP, MBP e MOG, induzindo células T efetoras a diferenciagao e proliferacao in vitro
(CARPENTIER et al., 2005). Embora o papel dos astrécitos no desenvolvimento da
autoimunidade no SNC ainda ndo seja bem compreendido, acredita-se que essas
células possam agir dependendo da fase da doenga. Em teoria, os astrocitos
poderiam contribuir para a infiltracdo de células T e para o recrutamento mais efetivo
de APCs, pois estimularem o aumento da expressao de moléculas de adesdo e
quimiocinas (BARRES, 2008). Em uma segunda etapa, os astrécitos poderiam entao
obter um fendtipo de APCs secretando citocinas efetoras, como o IFN-y, que sao
importantes para a regulagao positiva do processo neuroinflamatério (SOFRONIEW e
VINTERS, 2010). Brosnan e Raine (2013) mostraram que a ativagdo dos astrécitos
perivasculares pode levar a inibicdo de suas fungdes ligadas a formagao da BHE,

quebrando a ligagéo entre a vasculatura sanguinea e as necessidades neuronais.

Células T helper

Células TCD4" ou células T helper (Th), reconhecem peptideos curtos de 9-17
aminoacidos apresentados na superficie das células apresentadoras de antigeno
(APC). Células Th podem exibir perfis distintos, os quais se relacionam aos perfis de
secregao de citocinas no momento da apresentagéo antigénica (APOSTOLOPOULOS
et al., 2016). As células Th1 sao pro-inflamatdrias e produzem altos niveis de IL-2, IL-
12, TNF-a e IFN-y; as células Th2 sao anti-inflamatérias e secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13, IL-25; as células Th17 sao pro-inflamatdrias e secretam altos niveis de IL-
17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-24, IL-26 e baixos niveis de IL-9 e IFN-y; células Th22,
que sao uma combinagao do fendétipo Th1, Th2, Th17, secretam IL-13, IL-22 e TNF-a
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e a nova adi¢ao ao subconjunto Th, Th9 foi identificada pela sua potente secregéo de
IL-9. Th1, Th9 e células Th17 sao contribuintes importantes para a EM, aumentando a
inflamagéo no SNC.

As células Th1 e suas citocinas pré-inflamatérias estdo presentes em niveis
elevados dentro de lesdes desmielinizantes no SNC de humanos e em modelos
animais de EAE induzidos por MOG, PLP ou MBP. As células Th1 reconhecem os
epitopos dos peptideos MOG, PLP e MBP apresentados no contexto da classe MHC
I, HLA-DRB1*1501 (HLA-DR2, HLA-DR15) e alelos HLA-DRB1*04 (HLA-DRA4).
Algumas terapias farmacoldgicas visam modular o complexo do receptor MHC de
classe llI-péptido-T (TCR) na tentativa de desviar respostas Th1 para respostas Th2
terapéuticas. Foi mostrado recentemente que a injecdo de fumarato de dimetil em
pacientes com EM reduziu as células Th1, Th17 e CD8 e aumentou células Th2,
resultando em niveis elevados de IL-4 e niveis diminuidos de IFN-y e IL-17 (WU et al.,
2017).

O papel das células Th9 na EM nao é tao claro, embora em camundongos, as
células Th9 secretoras de IL-9 tenham tido participacdo na patogenia da EAE,
enquanto camundongos knock-out para IL-9 mostraram-se mais resistentes ao
desenvolvimento de EAE (DENG et al., 2017).

As células Th17 desempenham um papel crucial na patogénese da EM em
camundongos e humanos induzindo o processo inflamatdrio observado na doencga. Ja
€ notdrio que a citocina IL-17A é presente em niveis elevados em lesées do SNC,
liquido cefalorraquidiano e no soro de pacientes com EM (VOLPE et al., 2015). As
células Th17 expressam niveis elevados de CCR6 que se liga ao ligante CCL20 em
células endoteliais vasculares, permitindo a sua entrada através da BHE, onde
secretam citocinas pro-inflamatdrias incluindo IL-17A. Além disso, a IL-17 interfere no
processo de remielinagdo. O anticorpo monoclonal neutralizante humanizado anti-IL-
17A (AIN457 ou Secukinumab) injetado em pacientes com EM mostrou redugéo de
lesdes no SNC em comparagdo com individuos tratados com placebo (VOLPE et al.,
2015). Além disso, células Th22 estdo altamente presentes no sangue periférico e no
liquido cefalorraquidiano de pacientes em fase ativa da doenca. Além disso, as
células Th22 reconhecem especificamente o MBP e sao resistentes a terapia com
IFN-B (ROLLA et al., 2014).

A IL-27, membro da familia de citocinas IL-6 e IL-12, é secretada por

macrofagos, células dendriticas e microglias, com papeis pleiotropicos na
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imunomodulagdo sendo pré ou anti-inflamatoria. IL-27 pode estimular ou inibir a
diferenciacao de células T. As células Th1 sao induzidas por IL-27 enquanto que Th2,
Th17 e Treg sao inibidas pela IL-27. Além disso, as células T regulatérias do tipo 1
(Tr1) sdo um subconjunto especializado de células T, cuja secrecédo de IL-10 é
induzida na presenca de IL-27 (IWASAKI et al., 2015). IL-27 e o seu receptor IL-27R
estdo altamente expressos em lesdes cerebrais pos-mortem de EM em comparagao
com cérebros de individuos controles. Macrofagos e micréglia foram ja identificados
como fontes de IL-27 e desencadeadores da infiltracdo de TCD4 e TCD8 no SNC
(SENECAL et al., 2016). Além disso, os efeitos da IL-27 em células de microglia
mostraram que o Oxido nitrico, TNF-a e IL-6 foram secretados, promovendo a
polarizagdo para o perfil Th1, sugerindo que a IL-27 potencializa a neuroinflamacao
induzida por micréglia. Assim, a supressado de IL-27 pode ser uma estratégia para

modular respostas inflamatérias em pacientes com EM (KAWANOKUCHI et al., 2013).

Células TCD8

As células TCD8 classicas ou células T citotdxicas (células Tc1) reconhecem
epitopos antigénicos apresentados na superficie de APC através da molécula de
MHC classe |I. Em EM, ha uma associagao genética com HLA-A3 (SAWCER et al.,
2012); HLA-A2 demonstrou reduzir o risco da EM em individuos que também
expressam o MHC classe II, HLA-DRB1*1501. A especificidade antigénica das células
TCD8 (Tc1) isoladas de pacientes com EM contra antigenos derivados de MOG, MBP
e PLP apresentou atividade citolitica contra células neuronais in vitro (DRESSEL et
al., 1997), embora o seu papel patogénico na EM ainda nao seja claro. Mais
recentemente, outros subconjuntos de células TCD8 foram identificados e agrupados
em diferentes subconjuntos baseados em seu perfil de secregédo de citocinas. Como
tais, as células Tc1 classicas secretam IFN-y, Tc2 secretam IL-4, Tc10 secretam IL-
10, Tc17 secretam IL-17, Tc21 secretam IL-21, Tc22 secretam IL-22 e outro
subconjunto € caracterizado secretando TNF-a. Em EM, independentemente do
estagio e atividade da doenca, células T CD8 sao observadas em numeros elevados,
muito superiores as células T CD4 numa proporcéo de 10 células TCD8 : 1 células
TCDA4.
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A molécula de MHC de classe | € altamente expressa em lesées de EM em
astrocitos, oligodendrécitos, neurdnios, além das APC classicas, DCs e macréfagos.
Células TCD8 também sao encontradas em grande abundéancia nos tecidos de SNC e
liquido cefalorraquidiano de pacientes com EM. Foi verificado que células TCD8
presentes em lesbes de EM agudas e crbnicas secretam altos niveis de IL-17
(classificadas como células TCD8/Tc17) (TZARTOS et al., 2008). As células Tc17
secretam IL-17 e TNF-a e baixos niveis de IFN-y, sendo negativas para granzima B,
perforina e atividade citolitica ao contrario das células CD8 Tc1 classicas (SALEHI et
al., 2016). Fica claro, portanto, que as células T CD8 contribuem para a patogénese
da EM.

Sendo assim, torna-se importante o entendimento de como tais células
escapam da tolerancia das células T e induzem a autoimunidade do SNC em para

posteriormente projetar e desenvolver novas terapéuticas contra a EM.

Células B

Embora exista uma presenca de células T em lesdes de EM, as células B
também contribuem para a patogénese da doenga através da secregcdo de
autoanticorpos e citocinas, além de funcionarem como APC e participarem da
ativacado de células T. Em pacientes com EM a presenga de bandas oligoclonais
(BOC) no liquido cefalorraquidiano e parénquima cerebral & constantemente
encontrado em mais de 95% dos pacientes. BOC é um produto de células B
expandidas clonalmente e sintese da imunoglobulina 1gG, a qual € um dos isotipos
dos anticorpos conhecidos e comum em autoanticorpos contra a mielina. Os
autoanticorpos anti-MOG sao caracteristicos da EM, bem como de alguns pacientes
com neuromielite, uma desordem de espectro 6ptico. Logo, a ativagcdo anormal das
células B no SNC dos pacientes com MS, sugere que as células B desempenham um
papel na fisiopatologia da doenga. Estudos adicionais s&o necessarios para verificar
se a deplecao de células B autorreativas € capaz de restaurar a fungdo imune e,
portanto, ser usado como um alvo terapéutico contra EM (revisado por DARGAHI et
al., 2017).



59

Células Dendriticas

Células dendriticas (CDs) sdo APC profissionais que processam e
apresentam epitopos de peptideos antigénicos em sua superficie em complexo com
MHC classe | ou classe Il, resultando na estimulacido de células TCD4 ou CDS8,
respectivamente. Embora a EM seja geralmente associada a uma predominancia de
células T autorreativas, evidéncias indicam que as CDs desempenham um papel
importante na fisiopatologia da EM, principalmente devido a sua propriedade de
secrecao de citocinas e ativagao de células T. Apds a ativagao de CDs na periferia,
células T especificas para os epitopos de mielina sdo ativadas liberando citocinas proé-
inflamatorias que auxiliam a entrada das mesmas através da BHE no SNC. Ao
chegarem ao SNC, APCs residentes, como as células microgliais reativam tais células
T, levando a desmielinizagao de neurdnios e déficits motores.

Em pacientes com EM, as CDs estdo abundantemente presentes dentro de
lesdes inflamatdrias, liquido cefalorraquidiano e na circulagéo, produzindo altos niveis
de TNF-q, IFN-y e IL-6. Além disso, a expressao de moléculas co-estimulatorias como
CD40 e CD80 em CDs, as quais sdo necessarias para a ativacao de células T, sao
aumentadas em pacientes com EM, sugerindo um estado pré-inflamatério ativado de

CDs, dai o seu papel contributivo na patogénese da EM (HUANG et al., 1999

Células T regulatoérias

As células T regulatérias (Tregs, originalmente conhecidas como células T
supressoras) sd0 um subconjunto de células T CD4" que atuam na modulacédo da
imunidade, manutencao do estado de tolerancia contra autoantigenos e prevencéao da
autoimunidade. Tregs sdo caracterizados principalmente como CD4* CD25" Foxp3® e
sdo células anti-inflamatorias (secretam |L-10). Uma das primeiras evidéncias do
papel das células Treg na EM ocorreu em trabalhos envolvendo modelos de EAE em
camundongos, onde a transferéncia adotiva de Treg de camundongos de controle em
camundongos induzidos para EAE com MOG ou PLP preveniu o inicio e a progressao
da EAE nestes animais (KOHM et al., 2012; ZHANG et al., 2004).

Além disso, a indugédo de células Treg por estradiol ou por mondcitos sob o
tratamento com acetato de glatiramer reduziram os sinais clinicos de EAE induzida
por MOG (MATEJUK et al., 2004; WEBER et al., 2007). Foi verificado ainda que a
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injecdo do anticorpo monoclonal anti-CD28 em ratos Lewis resultou na expansao de
células Treg na EAE e reducao da gravidade da doenga, uma vez que esta molécula
coestimulatoria € necessaria para atuagao de células T efetoras (BEYERSDORF et
al., 2005).

Curiosamente, a injecao de anticorpo monoclonal anti-CD25, que bloqueia os
efeitos das células Treg em camundongos C57BL/6, aumentou a suscetibilidade a
inducdo EAE (MCGEACHY et al., 2005). Em pacientes com EM, no entanto, a
frequéncia de células Treg CD4"CD25"Foxp3™ no é diferente daquelas em individuos
saudaveis, embora a fungao dessas células seja prejudicada (maturagao e migragao).
Além disso, os niveis de expressao do mRNA para a sintese da proteina de Foxp3
estdo baixos em células Treg de pacientes com EM, especialmente na forma
remitente-recorrente da doenga, o que pode causar transtornos no funcionamento
dessa célula (ZOZULYA et al., 2008).

Estudos sobre células Treg na EM podem ajudar na compreensao da razao da
quebra da tolerancia, levando a doenca. No entanto, ndo esta claro se a funcao
prejudicada das células Treg € uma causa direta da EM ou se essa deficiéncia € um

resultado geral para todos os disturbios autoimunes.

1.3 Cascata de sinalizagao da proteina Akt (PKB)

1.3.1 Caracterizacao histérica da Akt (PKB)

As proteinas quinases fazem parte de uma rede complexa de proteinas que
constituem as células, atuando como “sensores” na percepgao do meio extracelular e
assim, possibilitando respostas a este, e ainda atuando na propagagao da transdugéao
de sinais intracelulares. A Akt € uma proteina quinase que esta envolvida na via de
sinalizagao PI3K/AKT/mTOR, entre outras.

As pesquisas envolvendo a Akt iniciaram-se quando da descoberta de um virus
mutante relacionado a leucemia em camundongos (STAAL, et 1977). Tal virus,
encontrado em abundéancia em linfomas espontaneos, apresentava a capacidade de
estimular a formagao de focos malignos em linhagens celulares, sendo denominado
de Akt8. Staal e colaboradores (1977) ainda mostraram que Aki8 expressava

oncogenes para o desenvolvimento de tumores de timo.
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Coffer, Woodgett e colaboradores (1991) identificaram o0s genes
correspondentes a Akt e descreveram o clone Akt1 ou isoforma PKBa (ORCY, et al.
2008). A semelhancga entre a sequéncia de Akt e as proteinas da familia quinase A e
C (PKA e PKC) foi identificada por Jones e colaboradores, sendo denominada Rac,
enquanto Coffer e Woodgett a nomearam de PKB (proteina quinase B), e outros
autores a denominaram de Akt. As trés denominagdes sao encontradas na literatura,
mas o termo Akt/PKB adquiriu um consenso maior entre os pesquisadores (ORCY, et
al. 2008).

A segunda isoforma de Akt foi descrita ainda em 1991 por Jones e
colaboradores. Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas diferentes em mamiferos,
denominadas como Akt1/PKBa, Akt2/PKBf, Akt3/PKBy (ORCY, et al. 2008). Essas
isoformas apresentam 85% de similaridade em suas sequéncias e arranjos estruturais
semelhantes, divididos em: dominio N-terminal PH, o qual é essencial para a ligacao
das proteinas a lipideos como o fosfatidilinositol-trifosfato (PIP3), um fosfolipidio de
membrana plasmatica (FAYARD et al., 2005); um dominio central quinase; e outro
regulatério C-terminal que apresenta uma regiao hidrofébica (ORCY, et al. 2008).
Todas as trés isoformas de Akt/PKB possuem residuos conservados de serina e

treonina que, juntos com o dominio PH, sdo cruciais para a ativagdo de PKB.

1.3.2 Func¢oes fisiolégicas da Akt (PKB)

O papel fisiolégico das isoformas de Akt tem sido demonstrado por meio de
manipulagédo genética em camundongos, 0s quais propiciam o estudo das fungdes da
Akt/PKB in vivo. Varios camundongos transgénicos expressando altos niveis de Akt,
sob condigdes controles, tém sido produzidos em laboratério, permitindo, assim,
constatar que um dos maiores papeis da Akt esta relacionado com o crescimento
celular: o aumento da expressido de Akt/PKB causa hipertrofia e aumento da
contratilidade cardiaca, progressdo de alguns tipos de tumores, como o linfoma de
células T, hiperplasia, hipertrofia, aumento da producédo de insulina pelas células B-
pancreaticas e desenvolvimento de glandulas mamarias durante a gravidez (ORCY, et
al. 2008).

Estudos desenvolvidos em animais knockout para os genes das isoformas de

Akt/PKB mostraram que a auséncia da isoforma Akt1/PKBa relacionou-se com
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mortalidade neonatal, bem como retardo no desenvolvimento embrionario devido a
defeitos no desenvolvimento placentario. Além disso, ja foi identificado que esta
isoforma é a mais predominante entre os tecidos (KANDEL e HAY, 1999). Ja a
auséncia da isoforma Akt2/PKBf relacionou-se a resisténcia a insulina, de forma
similar ao observado no quadro de diabetes mellitus tipo 2, além disso, retardo no
crescimento corporal e perda de tecido adiposo de forma idade-dependente também
foram observados (ORCY, et al. 2008). Analisando-se a expressdo da terceira
isoforma Akt3/PKBy, os camundongos knockout apresentaram uma reducao de 20 a
25% da massa cerebral, o que se deve a uma diminuicdo do tamanho e numero de
células deste tecido (FAYARD et al, 2005).

1.3.3 Sinalizagao da via upstream da Akt (PKB)

1.3.3.1 Ativagao de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)

A funcéo da cascata de sinalizagdo da Akt ficou evidente apds o estudo das
enzimas PI3K. Esta enzima pode ser ativada por receptores de tirosina quinase
(CARPENTER et., 1990), os quais sofrem autofosforilacdo apds a ligagao a fatores de
crescimento como, por exemplo, a insulina e também, por receptores acoplados a
proteina-G apds a ligagao do acido lisofosfatidico e quimiocinas (ZANGH et al., 2011).

As enzimas PI3K sdo membros de uma familia bem conservada e unica de
quinases intracelulares que fosforilam o grupo 3’-hidroxila de fosfatidilinositol e
fosfoinositideos. Estas enzimas encontradas em mamiferos s&o classificadas em
classes I, Il e lll, sendo que a classe | € subdivida em subclasses A e B. As diferentes
classes possuem funcgdes distintas na sinalizagao celular e levam a ativagao de varias
vias de sinalizagdo que regulam o metabolismo, sobrevivéncia, crescimento e
diferenciagcao celular, bem como o trafego de vesiculas intracelulares (ORCY et al.,
2008; BACKER 2016).

Sao conhecidos oito membros da familia PI3K, os quais foram classificados
em trés grupos com base na sua sequéncia primaria, preferéncia de substrato in vitro,
estrutura do dominio e modo de regulagao. A classe | das PI3Ks é composta por dois
subgrupos, IA e IB (MAIRA et al., 2008). As enzimas PI3K de classe |A consistem de
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trés unidades cataliticas, p110a, p1108 e p1109, as quais formam heterodimeros com
um dos cinco dominios regulatérios p85a, p85@3, p85y, p50a e p55a, enquanto a
subclasse IB consiste de um membro, um heterodimero de p110y e um dominio
regulatorio denominado p101, que é ativado pelas subunidades By da proteina-G
apos a estimulagao dos receptores acoplados a proteina G (GARCIA-ECHEVERRIA
et al., 2008; OKKENHAUG et al., 2016).

Embora todas as isoformas das PI3Ks da classe | sejam expressas de forma
ubiqua, a PI3Ky (que possue como unidade catalitica a p110y) € somente detectada
no sistema imune, cardiovascular e no SNC. Devido a sua localizacdo neuronal,
sugere-se que tal quinase apresenta um papel especifico no SNC. No entanto, as
fungdes centrais de PI3Ky ainda s&o pouco estudadas (HAWKINS et al., 2006).

A enzimas PI3K de classe |l apresentam trés subunidades cataliticas C2a, C2[3
e C2y, as quais ainda apresentam papel desconhecido. A classe Ill de PI3K consiste
de uma subunidade catalitica (Vps34) e uma regulatéria (Vps15/p150), que estao
relacionadas ao trafego de vesiculas no meio intracelular (GARCIA-ECHEVERRIA et
al., 2008; BACKER 2016).

As isoformas cataliticas de classe | (p110a, B, y e & codificadas por
PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG e PIK3CD) possuem a capacidade de catalisar a
fosforilagcado de fosfatidilinositol- 4,5 (PIP2, do inglés, phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate) para gerar fosfatidilinositol-3,4,5 (PIP3, do inglés, phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate). Esta fosforilagdo gera o recrutamento de proteinas
citoplasmaticas para locais especificos da membrana plasmatica ou da
endomembrana, uma vez que se origina um dominio nestes fosfolipideos, o qual
permite a associagdo do dominio PH de tais proteinas. Em células normais, PIP3 é
induzido de forma transitoria pela estimulacdo de fatores de crescimento e é
rapidamente metabolizado por fosfatases lipidicas, incluindo o supressor de tumores
PTEN (do inglés, fosphatase and tensin homolog) que termina a sinalizagcdo PI3K
através da remocao do 3'-fosfato de PIP3 (LAWRENCE et al., 2014).
Estudos mostram que muitos tipos de cancer apresentam perda de fungcao de
PTEN, o que eleva a abundancia basal de PIP3. Em uma meta-analise de estudos de
sequenciamento do genoma do cancer, o gene PTEN foi o terceiro mais altamente
mutado em cancer humano (LAWRENCE et al., 2014).
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A ativacdo da Akt in vivo é precedida por um aumento na fosforilacdo de
residuos de serina 473 (S473) e treonina 308 (T308). Quando esses dois aminoacidos
apresentam-se mutados, a ativagéo da quinase € bloqueada (KANDEL et al. 1999).

Para que ocorra a fosforilagcdo do residuo treonina 308 é necessario que Akt,
por intermédio de seu dominio PH, ligue-se a PIP3 de membrana. A fosforilagdo de
PIP3 causa a ativagdo da enzima quinase PDK1 (do inglés, 3- phosphoinositide-
dependent protein kinase- 1). A translocagdo de Akt para a membrana plasmatica
permite, dessa forma, maior interacdo com PDK1 e consequentemente, fosforilagcao
de T308.

Com relacado a fosforilacdo de S473, nao ha consenso na literatura sobre a
quinase responsavel pelo processo. Recentemente, a molécula mTOR (do inglés,
mammalian target of rapamycin) tem sido o candidato alvo desta fosforilagdo, uma
vez que esta molécula possui papel serina-treonina quinase formando dois complexos
celulares conhecidos como mTORC1 e mTORC2, com composi¢cdo de subunidades
distintas e seletividade de substrato (SAXTON E SABATINI, 2017). A fosforilacdo de
S473 é um passo chave na ativacdo de Akt, permitindo sua reestruturagdo para um
estado mais estavel e sua transi¢gdo para o citoplasma ou nucleo celular (ORCY et.
al., 2008).

1.3.4 Sinalizagao da via downstream da Akt (PKB)

Estudos tém se preocupado em elucidar o papel de Akt. Procura-se identificar
substratos fisioldgicos que participam do processo da fosforilagdo da cascata e que
regulam a fungdo de proteinas celulares envolvidas no metabolismo,

sobrevivéncia/apoptose, diferenciacao e proliferacao celular (ORCY et al., 2008).

1.3.4.1 Regulacgao da sobrevivéncia e proliferagao celular estimulada por Akt
(PKB)

A cascata de sinalizagdo Akt € uma das mais importantes vias de regulagao
da sobrevivéncia celular e sua ativagdo permite que células com sinal de
sobrevivéncia possam se opor a estimulos apoptoticos. A Akt possui efeitos diretos na

via de apoptose celular, uma vez que possui a capacidade de se ligar a um membro
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da familia Bcl-2, chamado BAD (do inglés, Bcl-2-associated death promoter). A
proteina BAD desfosforilada liga-se a Bcl-2 e Bcl-x, levando ao efeito pro-apoptético
destas, enquanto, a fosforilagdo de BAD pela Akt deixa Bcl-2 livre para inibir a
apoptose, sendo assim, a fosforilagdo de BAD via Akt &, portanto, anti-apoptética
(ORCY et al., 2008).

1.3.4.2 Regulagao do crescimento e metabolismo celular estimulado por Akt
(PKB)

A cascata de sinalizacdo Akt também esta envolvida com o crescimento e
aumento de volume celular, algo comum em células tumorais. A via mTOR aumenta
diretamente a sintese proteica, metabolismo e ciclo celular, sendo apontada como
responsavel pela multiplicagao celular. Em condicdes de restricao de nutrientes ou em
presenga de supressores tumorais, como os conhecido hamartin (TSC-1) e tuberin
(TSC-2), ocorre a atenuagdao de mTOR. A via Akt possui a capacidade de ativar
mTOR através da fosforilagédo e inativagdo de TSC-2 (ORCY et. al, 2008).

Com relacado a importancia da Akt no metabolismo celular, pode-se perceber
sua atuacao na fosforilacdo e inibicdo de GSK3 (glicogénio sintetase cinase), a qual
possui papel de inibir a sintese de glicogénio. Logo, ao inibir a acdo de GSK3, Akt
favorece o estoque de glicose e sintese de glicogénio. Ja foi observada a ocorréncia
deste processo em situacdes de niveis aumentados de insulina no sangue (ORCY et
al., 2008).

O processo descrito acima se apresenta esquematizado na figura adaptada de

Nitulescu e colaboradores (2015) (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema da via de sinalizagdo de Akt/mTOR através da ativagdo de PI3K e efetores
downstream. (adaptado de Nitulescu et al., 2015).

1.3.4.3 A via NF-kb estimulada por Akt (PKB)

O fator de transcricao NF-kb (do inglés, transcription nuclear fator- kb) € um
importante regulador de respostas imunes, podendo sua desregulagdo provocar
respostas autoimunes e alguns tipos de canceres. O NF-kB normalmente apresenta-
se ligado ao seu inibidor, chamado IkB, o qual é fosforilado por uma proteina quinase,
a IkB quinase (IKK) estimulada via Akt. Esta fosforilagao resulta na dissociagao de IkB
de NF-kB. Uma vez livre, NF- kB transloca-se para o nucleo ativando a expressao de
pelo menos 150 genes; alguns dos quais sao anti-apoptéticos e outros relacionados a
producao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IFN-y (ORCY et al.,
2008). (Figura 9).
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Figura 9 - Via classica de ativagao de NF-kB (adaptado de Xi et al., 2016).

1.3.4.4 A via Akt (PKB) na EM e EAE

Apesar de ainda existirem poucos trabalhos que se preocupam em analisar a
influencia da via Akt/PKB no desenvolvimento da EM e/ou seu modelo animal mais
amplamente usado, a EAE, ja € conhecido que a classe IA de PI3K (PI3KC) atua na
promocao de respostas Th17 durante o desenvolvimento da EAE (HAYLOCK-
JACOBS, et al. 2011). Ao contrario das outras duas isoformas da classe | de PI3K que
s&o essenciais para o desenvolvimento celular geral do organismo (PI3KCA e
PIBKCB) (BIl, et al., 2002), PISBKCD e PI3KCG ndo sado essenciais para o
desenvolvimento e exibem um padrao restrito de expressao, principalmente confinada
as células do sistema imunoldgico, onde contribuem para o controle da ativagéao e
migracao de leucocitos.

A isoforma PI3KCG (PI3Ky), por exemplo, regula a migracdo de diferentes
populag¢des de células, como neutrofilos, macréfagos, CDs e células T (DEL PRETE,
et al., 2004; REIF, et al. 2004) Thomas e colaboradores (2008) mostraram a influéncia
de PI3Ky na regulagdo da migragao de células TCD4 efetoras antigeno-especificas

para sitios inflamatérios in vivo. Somado a isso, a migracédo de células Th17 em
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resposta a agonistas dos receptores CCR2 e CCR6 foram considerados dependentes
de PI3K (WEBB, et al., 2008).

Ja é notdrio, que na auséncia da expressao de PI3Ky, os sinais clinicos da
EAE tornam-se adiados e atenuados. Em animais deficientes em PI3Ky, células T
CD4" mielino-especificas apareceram tradiamente em o6rgéos linfoides secundarios e
no SNC, em relagdo aos grupos controles. A ocorréncia da transferéncia de células
TCD4" provenientes de animais selvagens para PI3Ky™, antes da imunizagdo com
MOGss 55 restaurou a severidade da EAE aos niveis dos animais selvagens, apoiando
a relevancia da expressao de PI3Ky em células Th para a patogénese de EAE. Ainda,
a reducao do numero de células T autorreativas no SNC em animais PI3Ky"' durante
o desenvolvimento da EAE e numero significativo de células apoptéticas no SNC
desses animais, aliados a outros fatores, poderiam apontar o motivo do atraso e
reducado dos sinais clinicos da doenga (RODRIGUES, et al., 2010; BEROD, et al.,
2011; COMERFORLD, et al., 2012).

Embora estes achados tenham demonstrado participacdo de PI3Ky no
desenvolvimento de inflamagao de carater autoimune no SNC, a investigacao do
efeito da eliminagdo de PI3Ky nos mecanismos imunoldgicos e fisiopatoldgicos no
curso de doencas cronicas como a EAE fazem-se cada vez mais necessarios, uma
vez que PI3Ky estd envolvida em outras doengas inflamatérias como asma
(DOUKAS, et al., 2009), artrite reumatoide (HAYER, et al., 2009), alergia (THOMAS,
et al., 2009), lupus eritematoso sistémico (BARBER, et al., 2005) e pancreatite
(LUPIA, et al., 2004).

Os estudos atuais que visam investigar o papel da PI3Ky no desenvolvimento de
doengas inflamatdrias tém se preocupado ainda em verificar a influéncia de
compostos moduladores ou inibidores da via de sinalizacdo PI3K-Akt/PKB no curso e
progressao destas patologias. Dois conhecidos compostos considerados importantes
no bloqueio da ativacao da via sdo a Wortmanina e o LY294002.

A Wortmanina, um metabdlito fungico descoberto em 1987, foi o primeiro a inibir
uma resposta celular apds estimulacdo de receptores in vivo. A sua utilizagdo
possibilita a convergéncia entre dois sistemas de sinalizagéo celular: o de receptores
acoplados a proteina G e os de tirosina- quinase (Ul, et al., 1995).

Em concentragdo nanomolar, Wortmanina é considerada um potente inibidor de
fosfatidilinositol 3- quinase, e tem sido utilizada amplamente para demonstrar o papel

de PI3K em diversos processos de transducgéao de sinal (WYMANN et al., 1996).
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O LY294002, também conhecido como 2-(4-morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopirano-
4-ona, demonstrou ser um inibidor seletivo da enzima PI3K in vivo. Vlahos e
colaboradores (1994) ja haviam demonstrado seu efeito na inibicdo de PI3K em
neutréfilos humanos e células musculares lisas de segmento aédrtico de coelhos.
Brunn e colaboradores (1996) em um de seus ensaios mostraram que o composto
LY294002 apresentou-se como alvo do dominio catalitico de mTOR em concentragao
necessaria para a inibicdo da via PI3K em mamiferos.

O composto FTY720, também conhecido como fingolimod, € um composto
sintético produzido por modificacdo de um metabdlito fungico de Isaria sinclairii, a
miriocina (PAUGH et al.,, 2003). Esta droga seletivamente reduz o numero de
linfécitos na circulagdo periférica e prolonga significativamente a sobrevivéncia dos
orgaos transplantados sem prejuizo da resposta imune contra virus e da memoria
imunoldgica (ZHANG et al. 2013). Devido a estas propriedades, FTY720 foi aprovado
pela FDA dos Estados Unidos como primeiro tratamento oral da EM. Além de seu
poderoso efeito imunossupressor, um grande numero de estudos tem mostrado que
FTY720 é capaz de atravessar a BHE (YEH e WEINSTOCK-GUTTMAN 2011)
desencadeando efeitos neuroprotetores no SNC em varios modelos de lesbes
neurologicas.

Zhang e colaboradores (2014) utilizando linhagens celulares de glioblastoma
humano para avaliar os efeitos de FTY720, identificaram que este composto
significativamente inibiu a migragao e a invasao de células de glioblastoma. Os efeitos
anti-migracao e invasdo do FTY720 foram associados a sua atividade em reduzir a
expressdao MMP-2 e MMP-9, enquanto observou-se regulagédo positiva de inibidores
de MMP (TIMP-1) e TIMP-2. Por fim, os autores demonstraram que os efeitos
observados na migracao e invasao de células de glioblastoma apds a utilizacdo de
FTY720 estavam relacionados a inibicdo da via de sinalizagao PI3K/ Akt.

Em outro trabalho, Zhan e colaboradores (2015) investigaram o papel do
FTY720 em um modelo animal de injuria traumatica cerebral (ITC). Foi demonstrado
que a administracao de FTY720 apds a ITC melhorou a fungdo neurocomportamental,
reduziu o edema cerebral, através da modulagéo de indicadores apoptéticos como
Bcl-2, Bel-xL, Bax e citocromo c. Neste modelo, FTY720 aumentou a expressao de
Akt e alguns marcadores de autofagia como LC3 e Beclina 1. Além disso, o efeito de
inibicdo da apoptose via FTY720 foi parcialmente revogado pelo inibidor da via
PI3K/AKT, LY294002. Dessa forma, pode-se perceber que FTY720 exerceu efeitos
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neuroprotetores apds a ITC através da ativagao da via PI3K/Akt, inibindo a apoptose
neuronal, mas em linhagens de glioblastoma, o mesmo foi capaz de inibir o eixo
PI13K/Akt, culminando com menor migragao e invasao das células tumorais.

A utilizacdo do FTY720 no tratamento da EM e EAE, como ja foi dito, ocorre
devido a modulagao do receptor fosfato de esfingosina- 1 (S1P) em 6rgaos linfoides
secundarios, levando a infiltracido reduzida de linfécitos autorreativos no SNC, os
quais permanecem localizados nos linfonodos. Porém, sdao poucos os trabalhos que
procuram investigar a atuagdo deste composto na via de sinalizagdo PI3K/Akt no
modelo de EAE induzido pela inje¢do de MOG3s.55.

Hou e colaboradores (2015) mostraram em seu trabalho que o tratamento com
FTY720 foi capaz de reverter o aumento de células Th1, os altos niveis de expresséo
de RNAm para o fator de transcricao Tbet, relacionado a diferenciacdo de células
Th1, e ainda a producédo de IFN-y por esplendcitos in vitro, em modelo de EAE
induzido com MOGg3s.55. Além disso, o tratamento com FTY720 foi capaz de inibir o
eixo Akt-mTOR, também em esplendcitos in vitro. Porém, a analise da atuacao deste
composto na via de sinalizacdo PI3K/Akt no SNC faz-se necessario, pois dessa
forma, seria possivel a compreensdao de um novo mecanismo de atuacdo deste
tratamento e ainda, poderia servir como base para futuras terapias que visem
atuacgdes nesta via.

A lipofilicidade € uma caracteristica importante para a atividade de uma
substancia por promover maior difusdo através das membranas biolégicas
aumentando assim a concentragao intracelular do composto (POLKOWSKI et al.,
2004). Com isso, novos aminoalcoois lipofilicos tém sido descritos como uma classe
promissora de compostos com diferentes propriedades farmacologicas (TIMMONS e
LI, 2006), antiparasitarias (GIORDANI et al., 2008), antimicrobianas (TAVEIRA et al.,
2007) e imunomoduladoras (Del OLMO et al., 2006). Estes trabalhos despertaram o
interesse em avaliar a atividade anti-inflamatdoria de aminoalcoois lipofilicos de cadeia
alifatica longa, assim como a relagao estrutura-atividade baseada em modificagcbes
estruturais. O analogo utilizado neste estudo trata-se de um destes aminoalcoois
lipofilicos e possui uma porgao alifatica analoga ao composto FTY720.

Por fim, este trabalho busca ampliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos
na acéo terapéutica do FTY720 e ainda verificar a eficacia de seu analogo, o que

poderia inclusive, apontar os mesmos como possiveis agentes terapéuticos em outras



71

patologias influenciadas pela via de sinalizagdo PI3K/Akt e ainda indicar a regulagao

desta via para o controle de tais patologias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da isoforma gama da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3Ky),

no desenvolvimento da resposta imune no modelo de encefalomielite autoimune

experimental e ainda, se a inibicdo desta via contribui de forma neuroprotetora na

doenca.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a evolugdo do quadro de sintomas da EAE, através do escore

clinico em animais WT e PI3K”":

Avaliar o infiltrado celular e o processo de desmielinizagdo no cérebro e
medula espinhal, através da histopatologia, nos dias 14 e 21 apds a
inducdo da EAE em animais WT e PI3K™;

Avaliar os niveis de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, IL-6, IL-17, TGF-),
quimiocinas (CCL5 e CCL20) e a citocina anti-inflamatoria IL-10 em
homogenatos de cérebro, medula espinhal e linfonodos inguinais, através
da técnica de ELISA, nos dias 14 e 21 apds a indugéo da EAE em animais
WT e PI3K™;

Avaliar a morte celular programada em células no SNC, através da técnica
de TUNEL, nos dias 14 e 21 apds a indugédo da EAE em animais WT e
PI3K™;

Avaliar a proliferacdo microglial e astrocitaria no SNC, através da técnica
de Imunofluorescéncia, nos dias 14 e 21 ap6s a indugédo da EAE WT e
PI3K";
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e Avaliar parametros clinicos e neuroinflamatérios da EAE perante o
tratamento com FTY720 ou seu analogo mais lipofilico a partir do inicio do

desenvolvimento dos sinais clinicos da doencga.

e Avaliar a fosforilagdo de Akt na medula espinhal apds o tratamento com
FTY720 ou seu anadlogo mais lipofilico a partir do inicio do

desenvolvimento dos sinais clinicos da doenga.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos fémeas WT e PI3Ky” da linhagem C57BL/6, com 6 a 8 semanas de
idade, foram gentilmente cedidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais PI3Ky"
foram fornecidos pelo professor Mauro Martins Teixeira. A delegcao genética de PI3Ky
foi confirmada pela técnica de PCR usando os primers especificos (WT primers:
sense,5-TCAGGCTCGGAGATTAGGTA-3,antisense, GCCCAATCGGTGGTAGAACT-
3; PI3Ky primers: sense,5-GGACACGGCTTTGATTACAATC-3, antisense,5-
GGGGTGGGATTAGATAAATG-3), como descrito em SASAKI et al.,, 2000. Os
camundongos PI3Ky™ sdo homozigotos, saudaveis e férteis. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas com microisoladores no Centro de Tecnologia Celular e
Imunologia Aplicada (IMUNOCET) da Universidade Federal de Juiz de Fora. Todos os
procedimentos estdo de acordo com os principios do Codigo Brasileiro para o Uso de
Animais de Laboratério. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o uso de

animais de laboratério da UFJF (Protocolo numero 019/2018).

3.2 Tratamentos

Os tratamentos utilizados neste estudo foram o composto FTY720 (Sigma) e um
analogo lipofilico. O analogo trata-se de um aminoalcool lipofilico, que foi sintetizado
no Departamento de Quimica, no Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade
Federal de Juiz de Fora, como descrito por Reis e colaboradores (2013). A sintese
deste composto iniciou-se com a mesilagdo dos alcoois 1a e 1b em piridina a 0° C,
formando os intermediarios 2a e 2b (Figura 10). Os compostos mesilados 2a e 2b
foram tratados com azida de s6dio em DMF (dimetilformamida) a 120°C, levando as
monoazidas 3a e 3b, que foram hidrogenadas resultando nos aminoalcoois 4a e 4b.
Os compostos foram purificados e caracterizados pela espectrocospia de
Infravermelho e de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de
carbono (RMN de °C).
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Figura 10 — Sintese dos aminoalcoois lipofilicos (adaptado de Reis et al., 2013).

Reis e colaboradores (2013) mostraram uma redugdo em torno de 92% da
producdo de TNF-a (do inglés, Tumor Necrosis Factor —Alpha) por macréfagos da
linhagem RAW264.7 estimulados por LPS e incubados com o aminoalcool lipofilico
4b, in vitro. Além disso, em um modelo de edema de pata induzido por carragenina
em animais da linhagem BALB/c, este composto foi capaz de reduzir o edema e a
producao das citocinas TNF-a e IL-1B nos coxins plantares dos animais de forma
similar a dexametasona, tratamento ja caracterizado para este modelo. Ainda neste
trabalho, o composto 4b foi capaz de reduzir de forma significativa o edema de pata
em um modelo de Hipersensibilidade Tardia induzida por Ovalbumina em animais da
linhagem BALB/c. Dessa forma, este aminoalcool lipofilico, analogo ao composto
FTY720, que apresentou importantes caracteristicas anti-inflamatérias tanto in vitro
como in vivo, foi escolhido para este estudo na investigagdo de um potencial anti-

inflamatoério no modelo de EAE.

3.3 Delineamento Experimental

Cada animal foi imunizado por via subcutanea (s.c.) em cada lado da regiédo
dorsal proxima a base da cauda com 100 ug do peptideo MOGs3s.55 (Sigma Chemical
Co, Saint Louis, USA) emulsionado em Adjuvante Completo de Freund (Sigma) na
proporcao de 1:1 suplementado com 400 ug de Mycobacterium tuberculosis (H37RA,;

Difco Detroit, USA). No dia da imunizagao e apds 48 horas, cada animal recebeu i.p.
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300 ng de toxina pertussis (Sigma). Inicialmente, para a anélise do efeito do bloqueio
genético da enzima PI3K-y no desenvolvimento da EAE, foi realizada uma cinética da
doenca envolvendo dois pontos, o 14° dpi, o qual esta relacionado ao inicio do
agravamento dos sinais clinicos e o 21° dpi, que corresponde ao pico de tal
agravamento. Portanto, os animais WT e PI3K-y” (KO) foram divididos em quatro
grupos experimentais avaliados em dois pontos distintos 14 e 21 dias pos-indugéo da
EAE:

1) Controle- WT: Os animais nado foram induzidos para a EAE. Nos dias 14 e 21,
os camundongos foram eutanasiados e os 6rgaos foram coletados. n= 20.

2) Controle- KO: Os animais ndo foram induzidos para a EAE. Nos dias 14 e 21,
os camundongos foram eutanasiados e os 6rgéos foram coletados. n= 20.

3) WT-EAE: Os animais foram induzidos para a EAE com a utilizagdo do peptideo
MOGss.55 (s.c.). No dia e 48 horas depois, os animais recebram a toxina
Pertussis (i.p.). Nos dias 14 e 21, os animais foram eutanasiados e os 6rgaos
foram coletados. n= 20.

4) KO-EAE: Os animais foram induzidos para a EAE com a utilizagado do peptideo
MOGs35.55 (s.c.). No dia e 48 horas depois, os animais receberam a toxina
Pertussis (i.p.). Nos dias 14 e 21, os animais foram eutanasiados e os 6rgaos

foram coletados. n= 20.

Posteriormente, foi avaliado o efeito dos tratamentos com os compostos FTY720 ou
seu analogo mais lipofilico na fosforilagdo de Akt na medula espinhal e também, o
efeito dos compostos em paréametros clinicos e neuroinflamatérios da EAE. Os
tratamentos iniciaram-se no 10° dpi, ponto em que normalmente, comecam a serem
verificados os sinais clinicos da EAE, e estenderam-se até o 21° dpi. Para este

experimento, animais WT foram divididos em 4 grupos experimentais:

1) Controle: Os animais n&o foram induzidos para a EAE. Do 10° ao 21 dpi, os
animais foram tratados com solugdo salina, 5mL/Kg/dia, por gavagem. No dia
21, os camundongos foram eutanasiados e os 6rgaos foram coletados. n= 16.

2) EAE: Os animais foram induzidos para a EAE com a utilizacdo do peptideo

MOGss.55 (s.c.). No dia e 48 horas depois, os animais receberam a toxina
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Pertussis (i.p.). Ndo houve nenhum tratamento neste grupo. No dia 21, os
animais foram eutanasiados e os 6rgaos foram coletados. n= 16.

3) EAE- FTY720: Os animais foram induzidos para a EAE com a utilizagdo do
peptideo MOG3s.55 (s.c.). No dia e 48 horas depois, os animais receberam a
toxina Pertussis (i.p.). Do 10° ao 21 dpi, os animais foram tratados com o
composto FTY720 diluido em agua, 1,0mg/Kg/dia, por gavagem. Nos dias 14 e
21, os animais foram eutanasiados e os 6rgaos foram coletados. n= 16.

4) EAE- Analogo: Os animais foram induzidos para a EAE com a utilizagdo do
peptideo MOGss.55 (s.c.). No dia e 48 horas depois, os animais receberam a
toxina Pertussis (i.p.). Do 10° ao 21 dpi, os animais foram tratados com o
composto analogo diluido em agua com 5% de DMSO, 1,0mg/Kg/dia, por
gavagem. Nos dias 14 e 21, os animais foram eutanasiados e os 6rgdos foram

coletados. n= 16.

De acordo com a literatura e trabalhos anteriores do nosso grupo, 0 numero minimo
de animais por grupo considerado ideal, com relacdo as dosagens de citocinas e
quimiocinas € de 6 animais e para as analises histologicas sdo necessarios pelo
menos 4 animais, por ponto avaliado (DIAS et al., 2018; EVANGELISTA et al., 2016).

Para a realizacdo do Western Blotting, 6 animais foram utilizados, por grupo.

3.4 Avaliagao clinica

Os animais foram avaliados com relagdo a incapacidade neuroldgica gerada
pela EAE, através da escala apresentada na tabela 2, conforme adaptada por De

Paula e colaboradores (2008).
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Tabela 2 Escala de incapacidade neurolégica de avaliagdo da EAE (Adaptada de De Paula et al.,

2008)

Parte do corpo Sinais clinicos Escore

Cauda Sem sinais clinicos 0
Perda do ténus muscular da cauda 1
Paralisia 2

Membro posterior Sem sinais clinicos 0
Fragueza de uma pata 1
Fragueza de ambas as patas 2
Paralisia de uma pata 3
Paralisia de ambas as patas 4

Membro anterior Sem sinais clinicos 0
Fragueza da pata
Paralisia da pata 2

Bexiga Continéncia 0
Incontinéncia

3.5 Obtengao de 6rgaos e células

Nos dias 14 e 21 apos a indugdo da EAE, camundongos foram eutanasiados

por dose letal de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (150 mg/Kg). Os cérebros, as

medulas espinhais e os linfonodos inguinais foram coletados para dosagem de

citocinas, quimiocinas e analises histopatoldgicas, no caso de 6rgaos de SNC.

3.6 Analise histopatoldgica

Nos 14° e 21° dias apds a indugdo da EAE, animais foram eutanasiados e os

cérebros e medulas espinhais foram fixados por perfusdo em paraformaldeido 4%.

Cortes transversais do cérebro e da medula espinhal nos niveis cervical, toracico e

lombar foram processados para inclusdo em parafina.

Cortes de 5 pm e 10 uym

foram corados em H&E para avaliar a presenca de infiltrados inflamatérios e
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corados com Luxol fast blue- Cresyl Violeta para avaliar a desmielinizagao,
respectivamente. Uma média de 8 a 12 cortes de cada animal foram examinados em
microscopio Olympus BX51 através de uma camera e documentados em software
para aquisigao digital das imagens.

A avaliagao histolégica semiquantitativa do processo inflamatério no cérebro e
medula espinhal foi pontuada conforme descrito por Xiao e colaboradores (2015): 0,
auséncia de infiltrados inflamatdrios; 1, celular infiltrar apenas na area perivascular e
perimeninges; 2, infiltrado celular discreto no parénquima; 3, infiltrado moderado no
parénquima e 4, infiltrado celular intenso no parénquima. Para a avaliagao histolégica
semiquantitativa do processo de desmielinizagdo do cérebro e medula espinhal, o
escore de escore descrito por Abdul-Majid e colaboradores (2003) foi utilizado: 1,
vestigios de desmielinizagcdo perivascular ou subapical; 2, desmielinizagédo
perivascular ou subapical sozinha; 4, desmielinizacdo perivascular ou subapical

confluente; 6, desmielinizacdo confluente macica e 8, desmielinizacdo extensa.

3.7 Quantificagao de citocinas e quimiocinas por ELISA

Para a avaliagdo dos niveis de citocinas e quimiocinas, os ceérebros, as
medulas espinhais e os linfonodos inguinais foram congelados a -80° C foram
descongeladas e maceradas em tampado de extragdo de citocinas (100mg/mL)
composto de: 0,4 M de NaCl (Isofar Industria e Comércio), 0,05% de tween 20 (Isofar
Industria e Comércio), 0,5% de soro-albumina bovina- BSA (Sigma), 0,1 M de fluoreto
de fenil-metil-sulfonil- PMSF (Sigma), 0,1 M de cloreto de benzeténio- BC (Sigma), 10
mM de acido etileno diamino tetracético- EDTA (Sigma) e 20 pM de aprotinina- AP
(Sigma). Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 3.000 rpm por 30
minutos a 4° C e os sobrenadantes foram coletados e congelados a -80 °C. As
concentracoes de IL-17, IFN-y, IL-6, IL-10, TGF-3, CCL5 e CCL20 nos sobrenadantes
foram determinadas pelo método ELISA utilizando anticorpos e concentracoes
comercialmente disponiveis de acordo com os procedimentos recomendados pelo
fabricante para IFN-y, IL-6, IL-10, TGF-B, CCL20 e CCL5 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, EUA) e para IL-17 (eBioscience, San Diego, USA).
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3.8 Avaliagao da morte celular programada em células no SNC

As seccgdes de tecidos de medula espinhal embutidas em parafina (5 ym) foram
examinadas pela técnica de TUNEL, na qual a enzima transferase desoxinucleotidil
terminal (TdT) liga-se a fragmentos de DNA gerados em respostas a sinais
apoptoticos e catalisa a adicdo de desoxinucleotideos biotinilados, e sdo detectados
usando conjugados de streptavidina-peroxidase. A técnica de Tunel foi realizada de
acordo com as instru¢des do fabricante (Kit de Fragmentacdo de DNA TdT-FrageL ™,
Calbiochem, Los Angeles, CA). Uma média de 8 a 12 cortes de cada animal foram
examinados em microscopio Olympus BX51 através de uma camera e documentados
em software para aquisigao digital das imagens. A analise quantitativa densitométrica
foi realizada através da contagem de células em apoptose em toda a extensio de
cada um dos cortes examinados. . Apds a quantificacdo de cada corte, foi obtido um

valor médio, representativo de cada animal.

3.9 Fenotipagem de células Iba-1* e GFAP" por Imunofluorescéncia

Para os procedimentos de deteccdo de células Iba-1*, que representam
microglias e GFAP*, que representam astrocitos, cortes de medulas espinhais foram
desparafinados e hidratados em uma série de etanol (100, 95, 90, 80 e 70%,
sequencialmente). Em seguida, incubou-se as seg¢des com tampao citrato a 90 ° C
para recuperagdao antigénica. Depois, os cortes foram lavados com PBS.
Posteriormente, os cortes foram bloqueados por 60 minutos em solugdo de bloqueio
(soro fetal bovino a 5% e 0,2% Tween 20 em PBS). Em seguida, foram incubados a 4
° C durante a noite com anticorpos primarios anti-lba-1 (do inglés, ionized calcium
binding adapter molecule 1 ; 1: 500 - Wako) ou anti-GFAP (do inglés, glial fibrillary
acid protein; 1: 500; Sinalizao celular) e depois incubados a 4 durante a noite com os
rescpectivos anticorpos secundarios. Para o Iba-1, foi utilizado o Alexa Fluor 594 e
para o GFAP, o Alexa Fluor 488 (1: 1000, Invitrogen, EUA). Ao final do procedimento,
os cortes foram montados em lamina/laminula utilizando o meio de montagem
Fluoromount (Sigma-Aldrich, EUA) e analisados em microscépio de fluorescéncia
Olympus BX51 através de uma camera e documentados em software para aquisicéo
digital de imagens. Posteriormente, as imagens foram analisadas utilizando o

programa ImagedJ (NIH, EUA). Para quantificar a intensidade de fluorescéncia nos
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cortes, uma mascara foi aplicada nos mesmos para assegurar que as medidas de
densidade fossem representativas das areas analisadas. Utilizando o Imaged, as
fotomicrografias foram convertidas para escala cinza e, uma mascara foi gerada. A
intensidade do sinal (pixels/um?) das células foi calculada. Oito a doze cortes de cada
animal foram utilizados para a realizagao das analises. Apds a quantificacdo de cada

corte, foi obtido um valor médio, representativo de cada animal.

3.10 Avaliagao da fosforilagao da proteina Akt por Western Blotting

Para a avaliagado dos niveis de expressao da proteina pAkt, as medulas espinhais
foram homogeneizadas em tampao de lise (Triton X-100 a 1%; Tris / HCl a 100 mM, pH
8,0; glicerol a 10%; EDTA a 5 mM; NaCl a 200 mM ; 1 mM de DTT; 1 mM de PMSF; 25
mM de NaF; 2,5 / mL de leupeptina; 5 / mL de aprotinina; 1 mM de ortovanadato de
s6do) e armazenados a -80°C até o momento da analise. A concentragéo proteica foi
determinada usando o ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). 60 ug de
amostras de proteina foram separadas em géis de poliacrilamida a 10% SDS e depois
transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds bloqueio em leite desnatado a 5%
em solucéo salina tamponada com Tris contendo Tween-20 a 0,1% (TBST), durante 1h
a temperatura ambiente, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com
anticorpos primarios contra anti-pAktSer473 (1: 1000; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA) e anti-B-actina (1: 5000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Apos
trés lavagens com TBST, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase apropriados (1: 3.000). Finalmente, as
membranas foram incubadas com quimioluminescéncia aprimorada ECL-Plus (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA). As densidades Opticas das bandas detectadas
foram quantificadas usando o software ImageJ. Os resultados foram normalizados para

a quantidade de (-actina em cada amostra.
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3.11 Analise estatistica

Os resultados foram representados por média + erro padrao. As variaveis
numeéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de One-Way ANOVA, ou
Two-Way ANOVA com pods-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas, para
determinacao das diferengas significantes entre os grupos de animais, com niveis de

significancia p<0,05. O programa estatistico usado foi o GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do curso clinico da EAE

Para avaliar o efeito da delegdo genética da enzima PI3Ky no desenvolvimento
clinico na EAE, foi realizada a analise da evolugao do quadro clinico da doenca. Esta
anadlise foi determinada através dos pontos atribuidos aos sinais clinicos

apresentados na tabela 2.

- WT B
8 - ~& pI3K’ T

—— Controle

Escore clinico
\A

DN T ™ % b5 A O8N E2LeQ 20D
Dias Pos-Imunizacao (dpi)

Figura 11 — Deficiéncia de PI3Ky atrasa e reduz os sinais clinicos da EAE. Os animais foram
monitorados diariamente para os sinais clinicos da EAE apds imunizacdo com 100 yg de peptideo
MOG3s.55. Cada ponto representa a média aritmética + SEM. *, p<0,05 quando comparados os animais
PI3K-/- aos animais selvagens (WT) (n=10 animais/grupo).
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De acordo com a Fig. 11, pode-se notar que os camundongos imunizados
apresentaram sinais de EAE como fraqueza/paralisia da cauda e dos membros, que
se tornaram aparentes em torno de 9-11 dias apds a imunizagdo. O grupo WT atingiu
o pico no dia 19, com uma pontuacao clinica elevada. Pode-se observar que os sinais
clinicos da doenga no grupo PI3K™ tornaram-se aparentes apenas a partir do dia 14
apos a imunizagao atingindo um pico, significativamente menor, no dia 20 apés a
imunizagao, com tendéncia a redugao apos esse periodo. A partir do dia 13, o grupo
PI3K” mostrou diferencas acentuadas na pontuacéo clinica (p<0,05) em comparacéao

com o grupo WT (Fig. 11).
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4.2 Avaliacao do infiltrado inflamatério e desmielinizagao no cérebro

A avaliagdo do infiltrado inflamatério no SNC foi realizada no cérebro dos
animais WT e PI3Ky"‘ (KO), imunizados ou ndo com o0 MOGg3s.55, nos 14° e 21° dias
pos-imunizagao.

A figura 12 mostra os cortes de cérebros corados com Hematoxilina-Eosina
(HE), a qual foi utilizada para avaliagao do infiltrado inflamatdrio.

Os animais dos grupos controles, ndo imunizados, nao apresentaram
anormalidades no padrao parenquimatoso cerebral, sem presenga de infiltrados
inflamatorios (Fig. 12- A, C, E e G).

No 14° dia pds- imunizagdo, os animais WT- EAE apresentaram intenso infiltrado
celular inflamatério no parénquima cerebral, bem visivel nas areas perivasculares,
enquanto o grupo KO-EAE apresentou-se com a manutengéo habitual do parénquima
cerebral discreta presenca de focos de infiltrados inflamatdrios (Fig. 12- B e F).

No 21° dia pds-imunizagao, os animais do grupo WT-EAE apresentaram-se com
infiltrados celulares inflamatérios moderados de aspectos bem delimitados na regido
parenquimatica do cérebro, enquanto o grupo KO-EAE, observou-se a presenga de
discretos infiltrados inflamatdrios nas regides perivasculares cerebrais (Fig. 12- D e
H).

A figura 13 apresenta o escore inflamatorio observado no cérebro dos animais
imunizados com 0 MOGg3s.55, nos 14° e 21° dias pds-imunizagao, de acordo com XIAO
et al., 2015), onde pode-se observar que os animais PI3Ky” (KO) induzidos para a

EAE obtiveram atraso e menor processo inflamatoério no cérebro.
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Figura 12 - Deficiéncia de PI3Ky atrasa e reduz a presenga de infiltrados celulares da EAE.
Histopatologia do cérebro de camundongos WT ou PI3Kv"' imunizados (B- D- F- H) ou nao (A- E-
C- G) com 100 ug de peptideo MOG35.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizagdo. 8 a 12 cortes
representativos dos grupos examinados foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para
analise do infiltrado de células. Aumento Original: objetiva de 20X. Setas indicam os infiltrados
celulares. Barra 50 ym.
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Figura 13 - Deficiéncia de PI3Ky atrasa e reduz a presencga de infiltrados celulares da EAE. Escore
inflamatorio do cérebro de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 ug de peptideo MOG3s.55
nos dias 14 e 21 ap6s a imunizacdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E) para analise do infiltrado de células. Cada ponto representa
a média £ SEM.*<0,05.
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A avaliagdo do processo de desmielinizacdo do cérebro foi realizada nos 14° e
21° dias pos-imunizagao. A figura 14 mostra os cortes de cérebros corados com Luxol
Fast-Blue (LFB) para avaliagédo do desmielinizagao.

Os animais dos grupos controles, ndo imunizados, nao apresentaram
anormalidades no padrao parenquimatoso cerebral, sem presenca de focos de
desmielinizagao, de forma compativel com o achado na coloracao de LFB (Fig. 14 A,
C,EeQG).

No 14° dia pds-imunizagdo, os animais WT-EAE apresentaram areas de
desmielinizagado isoladas, bem visiveis nas areas perivasculares, enquanto o grupo
KO-EAE apresentou-se com a manutengédo habitual do parénquima cerebral sem
presenca de focos visiveis de desmielinizagéo (Fig. 14 B e F).

No 21° dia pés-imunizagao, os animais do grupo WT-EAE apresentaram-se com
areas intensas de desmielinizagdo confluente na regido parenquimatica do cérebro,
enquanto o grupo KO-EAE, observou-se a presenga de pequenos focos
desmielinizacdo no parénquima cerebral (Figura 14 D e H).

A figura 15 apresenta o processo de desmielinizagdo observado no cérebro dos
animais imunizados com o0 MOGg3s5.55, nos 14° e 21° dias pds-imunizagao, de acordo
com ABDUL-MAJID et al., 2003), onde pode-se observar que os animais PI3Ky” (KO)

induzidos para a EAE obtiveram menor destruigdo mielinica no cérebro.
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Figura 14 - Deficiéncia de PI3Ky reduz o processo de desmielinizagdo da EAE. Histopatologia
do cérebro de camundongos WT ou PI3Ky™ imunizados (B- D- F- H) ou n&o (A- E- C- G) com
100 pg de peptideo MOG35.55 nos dias 14 e 21 ap6s a imunizagao. 8 a 12 cortes representativos
dos grupos examinados foram corados com Luxol Fast- Blue (LFB), para analise do processo de
desmielinizagdo. Aumento Original: objetiva de 20X. Setas indicam focos de desmielinizagéo.
Barra 50 pm.
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Figura 15- Deficiéncia de PI3Ky reduz o processo de desmielinizagdo da EAE. Escore de
desmielinizacdo da medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 ug de
peptideo MOG35.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizagdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos
examinados foram corados com Luxol Fast-Blue (LFB) para analise da desmielinizagdo do SNC. Cada
ponto representa a média + SEM.*<0,05.
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4.3 Avaliacgao do infiltrado inflamatoério e desmielinizagcao na medula espinhal

Da mesma forma que o cérebro, a avaliacdo do infiltrado inflamatério da medula
espinhal também foi realizada nos animais WT e PI3Ky” (KO), imunizados ou n3o
com 0 MOGss.55, nos 14° e 21° dias pos-imunizagdo. A figura 16 mostra os cortes de
medulas espinhais corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo do infiltrado
inflamatério.

Assim como observado no cérebro, os animais dos grupos controles, nao
imunizados, ndo apresentaram anormalidades no padrao parenquimatoso cerebral,
sem presenca de infiltrados inflamatorios (Fig. 16 A, C, E e G).

No 14° dia pds- imunizacao, os animais WT- EAE apresentaram intenso infiltrado
celular inflamatério parenquimatico, enquanto o grupo KO-EAE apresentou-se com a
manutengdo habitual do parénquima medular sem presenga de infiltrados
inflamatoérios (Fig. 16 B e F).

No 21° dia pés-imunizagdo, observa-se que no grupo WT-EAE ocorre-se a
presenga de um infiltrado celular inflamatdério moderado, enquanto o grupo KO-EAE,
observou-se a presenca de infiltrado inflamatério discreto na regido parenquimatica da
medula espinhal (Fig. 16 D e H).

A figura 17 apresenta o escore inflamatorio observado na medula espinhal dos
animais imunizados com o0 MOGg3s5.55, nos 14° e 21° dias pds-imunizagao, de acordo
com XIAO et al., 2015), onde pode-se observar que os animais PI3Ky"' induzidos para
a EAE obtiveram atraso e menor processo inflamatério na medula espinhal dos

animais, de forma similar ao observado no cérebro destes animais.
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Figura 16 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a presenca de infiltrados celulares da EAE. Histopatologia do
cérebro de camundongos WT ou PI3Ky” imunizados (B- D- F- H) ou n3o (A- E- C- G) com 100 pg de
peptideo MOGas.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizagdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos
examinados foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para analise do infiltrado de células.
Aumento Original: objetiva de 20X. Setas indicam os infiltrados celulares. Barra 50 um.
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Figura 17- Deficiéncia de PI3Ky reduz a presenca de infiltrados celulares da EAE. Escore inflamatério
da medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 ug de peptideo MOGg35.55
nos dias 14 e 21 apds a imunizacdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram
corados com hematoxilina e eosina (H&E) para analise do infiltrado de células. Cada ponto representa
a média £ SEM.*<0,05.
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A avaliagdo do processo de desmielinizagdo da medula espinhal foi realizada nos
14° e 21° dias pds-imunizagdo. A figura 18 mostra os cortes de medula espinhal
corados com Luxol Fast-Blue (LFB) para avaliagédo do processo de desmielinizagao.

Os animais dos grupos controles, ndo imunizados, nao apresentaram
anormalidades no padrao parenquimatoso cerebral, sem presenca de focos de
desmielinizagcao, de forma compativel com o achado na coloragao de LFB (Fig. 18 A,
E, CeG).

No 14° dia pos- imunizagdo, os animais WT-EAE apresentaram areas de
desmielinizacdo na regidao subapical de forma isolada, enquanto o grupo KO-EAE
apresentou-se com a manutenc¢ao habitual do parénquima cerebral sem presencga de
focos de desmielinizaga visiveis (Fig. 18 B e F).

No 21° dia pds-imunizagéo, assim como observado no cérebro, os animais do
grupo WT-EAE apresentaram-se com areas de desmielinizagdo na regidao subapical
da medula espinhal de forma isolada e confluente, enquanto o grupo KO-EAE,
observou-se a presenca de focos desmielinizacdo de forma isolada na medula
espinhal (Fig. 18 D e H).

A figura 19 apresenta o processo de desmielinizacdo observado na medula
espinhal dos animais imunizados com o MOGg3s.55, Nnos 14° e 21° dias pds-imunizacgao,
de acordo com ABDUL-MAJID et al., 2003, onde pode-se observar que os animais
PI3Ky”" (KO) induzidos para a EAE obtiveram menor destruicdo mielinica na medula

espinhal, de forma semelhante ao observado no cérebro.
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Figura 18 - Deficiéncia de PI3Ky reduz o processo de desmielinizagdo da EAE. Histopatologia de
medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky'/' imunizados ou ndo com 100 ug de peptideo MOG3s.
s5 Nos dias 14 e 21 apds a imunizacdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram
corados com Luxol Fast- Blue (LFB), para analise do processo de desmielinizagdo. Aumento Original:
objetiva de 20X. Setas indicam focos de desmielinizagédo. Barra 50 pm.
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Figura 19- Deficiéncia de PI3Ky reduz o processo de desmielinizagdo da EAE. Escore de
desmielinizacdo da medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 ug de
peptideo MOG3s5.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizacdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos
examinados foram corados com Luxol Fast-Blue (LFB) para analise da desmielinizagdo do SNC. Cada
ponto representa a média + SEM.*<0,05.
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Os resultados relacionados ao processo de infiltragdo celular e
desmielinizagcdo do SNC observados corroboram com a evolugao clinica dos
animais WT-EAE e KO-EAE imunizados com MOGg3s.55, uma vez que no grupo WT-
EAE, ja no 14° dpi, houve acentuagdo dos infiltrados inflamatorios de forma
compativel ao agravamento dos sinais clinicos da EAE, culminando com um maior
processo de destruicdo mielinica no 21°dpi. Ja os animais KO-EAE apresentaram
menor intensidade de infiltrados inflamatoérios e de destruicdo mielinica nos dois

pontos avaliados, de forma compativel com a menor evolugao clinica da EAE neste

grupo.
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4.4 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de

cérebro

Para uma melhor compreensdo dos resultados relacionados ao processo de
infiltracdo celular no SNC dos animais induzidos para a EAE, os niveis de produgao
das quimiocinas CCL5 e CCL20 foram determinados em homogenato de cérebro de
animais WT e PI3K” imunizados ou n3o, com 100ug de MOGs3s.55, nos 14° e 21° dpi
(Fig. 20).

Os animais imunizados com 100ug de MOG3s5.55 do grupo WT-EAE apresentaram
aumento significativo da quimiocina CCL5 no 14° dpi em relagdo aos grupos controles
WT e KO e ainda, ao grupo KO-EAE. No 21° dpi, o nivel desta quimiocina
permaneceu elevado em relagao aos grupos WT e KO, porém nao foi significativo o
seu aumento em relacdo ao grupo KO-EAE (Fig. 20-A)

Os animais do grupo KO-EAE apresentaram aumento da quimiocina CCL5 tanto
no 14° como no 21° dpi em relagao aos grupos WT e KO. Em relagdo ao grupo WT-
EAE, o grupo KO-EAE apresentou diferenga significativa apenas no 14° dpi, com uma
produgéo menor em relagdo ao grupo WT-EAE (Fig. 20-A).

A quimiocina CCL20 apresentou-se de forma similar a CCL5. No 14° dpi, o grupo
WT-EAE apresentou niveis elevados de CCL20 em relagao aos grupos WT, KO e KO-
EAE. No dia 21 ap6s a imunizagédo, observou-se que grupo WT-EAE manteve os
niveis dessa citocina elevados em relagdo aos demais grupos, da mesma forma que o
grupo KO-EAE apresentou niveis da CCL20 inferiores em relagdo aos grupos WT-
EAE e maiores em relagao aos grupos WT e KO (Fig. 20-B).

Estes resultados corroboram com aqueles referentes ao processo inflamatorio no
SNC, uma vez que o grupo WT-EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas
CCL5 e CCL20 no 14° dpi, de forma compativel com a presenca de intenso infiltrado
inflamatdério no cérebro, o que foi minimizado no 21° dpi, tanto na producido das
quimiocinas, como na intensidade da presenca dos infiltrados inflamatorios. Ja os
animais KO-EAE apresentaram niveis reduzidos de CCL20 nos dois pontos avaliados,
também de forma compativel com o menor escore inflamatério dos animais nos

mesmos pontos da analise.
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Figura 20- Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgédo de quimiocinas da EAE Avaliacdo da produgéo de
quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de cérebro de camundongos WT
ou PI3Ky"' imunizados ou nao com 100 ug de peptideo MOG35.55, Nnos dias 14 e 21 apds a imunizagao.
a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, c= p< 0,05 versus grupo WT-EAE (n= 6
animais/grupo).
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4.5 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de

medula espinhal

Os niveis de produgdo das quimiocinas CCL5 e CCL20 também foram
determinados nos homogenatos de medula espinhal de animais WT ou PI3Ky"
imunizados ou ndo, com 100ug de MOGa3s.55, nos dias 14 e 21 pds-imunizagao (Fig.
21).

Os animais imunizados do grupo WT-EAE apresentaram niveis da quimiocina
CCL5 elevados em relagao aos demais grupos no 14°dpi, porém, no 21° dpi, este
resultado sé se repetiu em relagdo aos grupos WT e KO. O grupo KO-EAE
apresentou nivel de CCL5 maior em relagdo aos grupos WT e KO nos dois pontos
avaliados, mas somente no 14° dpi apresentou resultado significativo em relagdo ao
grupo WT-EAE, sendo este resultado, menor (Fig. 21-A).

Com relagéao a quimiocina CCL20, o grupo WT-EAE apresentou nivel elevado em
relacdo aos demais grupos nos dois pontos avaliados. O grupo KO-EAE, por sua vez,
apresentou nivel de CCL20 superior aos grupos WT e KO, porém, seu nivel foi menor

em relacdo ao grupo WT-EAE (Fig. 21-B).
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Figura 21- Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgéo de quimiocinas da EAE Avaliagdo da produgéo de
quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de medula espinhal de
camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados ou ndo com 100 ug de peptideo MOGa3s.55, nos dias 14 e 21
apos a imunizagao. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, ¢c= p< 0,05 versus grupo

WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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4.6 Avaliacao da proliferagao microglial e astrocitaria na medula espinhal

Apoés a observacao de que a delecédo genética da PI3Ky promove a redugédo dos
processos de inflamacao e desmielinizagao no SNC, buscou-se verificar o efeito de tal
delecao na proliferagdao microglial e astrocitaria, as quais correspondem a importantes

células gliais envolvidas na patogénese da EAE (Fig. 22, 23, 24 e 25),

Para tanto, cortes histolégicos de medula espinhal de camundongos WT e PI3Ky™
imunizados ou ndo com MOG3s.55 referentes aos 14° e 21° dpi foram submetidos as
marcacgdes microglial (células Iba-1") e astrocitaria (células GFAP™), pela técnica de

imunofluorescéncia (Fig. 22 e 23);

Os animais WT-EAE apresentaram maior intensidade de fluorescéncia para o
marcador Iba-1, quantificada a partir da intensidade de pixels/mm?®nos dois pontos
avaliados, em relagao aos grupos controle e KO-EAE, o que indica maior proliferacao
microglial no grupo EAE. Além disso, pode-se notar que a intensidade de pixels/mm?
no grupo WT-EAE no 21° dpi foi significativamente maior em relacédo ao 14° dpi desde
grupo (Fig. 22 e 23)

Os animais KO-EAE nao obtiveram diferengas significativas entre a intensidade de
pixels/mm? para o marcador Iba-1 entre os dois pontos analisados, porém estes
valores foram superiores em relagdo aos grupos controles, nos dois pontos
analisados (Fig. 22 e 23)

A figura 23 mostra as fotomicrografias obtidas por esta técnica, enquanto a figura 21
apresenta o grafico construido a partir das da intensidade de pixels/mm? para o
marcador Iba-1 de cada grupo estudado.
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Figura 22 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a proliferacdo microglial na EAE. Imunofluorescéncia da medula
espinhal de camundongos WT ou PI3KV'/' imunizados (B- D- F- H) ou ndo (A- E- C- G) com 100 ug de
peptideo MOG3s5.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizagdo. 8 a 12 cortes representativos dos grupos
examinados foram marcados com Iba-1 (marcador de micréglia). Aumento Original: objetiva de 10X.

Barra 50 pm.
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Figura 23- Deficiéncia de PI3Ky reduz a proliferagdo microglial na EAE. Imunofluorescéncia da medula
espinhal de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 pg de peptideo MOG35.55 nos dias 14 e
21 ap6s a imunizagdo. . 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram marcados com
Iba-1 (marcador de micréglia). Cada ponto representa a média + SEM.*<0,1, **<0,05 e ***<0,01.
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Com relagéo a marcacgdo de células GFAP®, as quais correspondem a astrocitos,
os animais WT-EAE apresentaram maior intensidade de fluorescéncia para o
marcador GFAP, quantificada a partir da intensidade de pixels/mm? no 14° dpi, em
relagdo aos grupos controle e KO-EAE, o que indica maior proliferagdo astrocitaria,
neste ponto, no grupo EAE. No 21° dpi, ndo houve diferenga significativa na
intensidade de fluorescéncia entre os grupos WT-EAE e KO-EAE, porém, ambos os

grupos foram superiores ao grupo controle (Fig. 24 e 25)

Os animais KO-EAE obtiveram diferencas significativas entre a intensidade de
pixels/mm? para o marcador GFAP entre os dois pontos analisados, no 21° dpi, foi
observada maior proliferacdo de astrocitos em relacdo ao 14° dpi, além disso, estes
valores foram superiores em relagdo aos grupos controles, nos dois pontos
analisados (Fig. 24 e 25)

A figura 25 mostra as fotomicrografias obtidas por esta técnica, enquanto a figura 23
apresenta o grafico construido a partir das da intensidade de pixels/mm? para o

marcador GFAP de cada grupo estudado.
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Figura 24- Deficiéncia de PI3Ky atrasa a proliferacdo astrocitdria na EAE. Imunofluorescéncia da
medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky'/' imunizados (B- D- F- H) ou ndo (A- E- C- G) com 100
pg de peptideo MOG3s5.55 nos dias 14 e 21 apds a imunizagao. 8 a 12 cortes representativos dos grupos
examinados foram marcados com GFAP (marcador de astrécitos). Aumento Original: objetiva de 10X.
Barra 50 um.
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Figura 25- Deficiéncia de PI3Ky atrasa a proliferagdo astrocitaria na EAE. Imunofluorescéncia da
medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky-/- imunizados com 100 ug de peptideo MOG3s.55 Nos
dias 14 e 21 apdés a imunizagdo.. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram
marcados com GFAP (marcador de astrécitos). Cada ponto representa a média + SEM.*<0,1, **<0,05 e

***<0,01.



108

4.7 Avaliacao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-6, IL-17 e TGF-f em

homogenato de cérebro

Os niveis de producao da citocinas de perfil pro- inflamatério (IFN-y, IL-6, IL-17
e TGF-B) foram determinados em homogenato de cérebro de animais WT ou PI3Ky"
imunizados ou n&do, com 100ug de MOGa3s.55, nos dias 14 e 21 pds-imunizacgéo (Fig.
26).

O grupo de animais imunizados com 100ug de MOG35.55 WT-EAE apresentou
aumento no nivel da citocina IFN-y em relagdo aos grupos controles WT, KO e ao
grupo KO-EAE no 14° dpi, assim como no dia 21° dpi. O grupo KO-EAE apresentou
nivel reduzido desta citocina apenas em relagdo ao grupo WT-EAE, nos 14° dpi e 21°
dpi, porém apresentou aumento no nivel de IFN-y em relagao apenas aos grupos WT
e KO no 21° dpi (Fig. 26-A).

A citocina IL-6 apresentou niveis elevados no grupo WT-EAE em relagdo aos
demais grupos nos 14° e 21° dpi. Com relacao ao grupo KO-EAE, os niveis de IL-6
foram maiores que os observados nos grupos WT e KO, porém menor que no grupo
WT-EAE nos dois pontos avaliados (Fig. 26-B).

A citocina TGF-B apresentou perfil semelhante ao da citocina IL-6, estando
elevada no grupo WT-EAE em relagdao aos demais grupos nos 14° e 21° dpi. O grupo
KO-EAE, em nenhum dos pontos avaliados, obteve diferenga significativa em relagéo
aos grupos WT e KO (Fig. 26-C).

A citocina IL-17, também compativel ao padrao IL-6/TGF-3, apresentou-se elevada
no grupo WT-EAE em relagdo aos demais grupos nos dois pontos avaliados. O grupo
KO-EAE apresentou nivel da IL-17 superior aos grupos WT e KO apenas no 21° dpi
(Fig. 26-D).
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Figura 26 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgéo de citocinas pro-inflamatorias na EAE. Avaliagéo da
producédo de citocinas pré-inflamatérias IFN-y (A), IL-6 (B), TGF-B (C) e IL-17 (D) no sobrenadante de
homogenato de cérebro de camundongos WT ou PI3KV'/' imunizados com 100 ug de peptideo MOG 3s.
55, NOs dias 14 e 21 apo6s a imunizagao. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, ¢c=
p< 0,05 versus grupo WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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4.8 Avaliacao dos niveis da citocina IL-10 em homogenato de cérebro

Os niveis de producao da citocina de perfil anti- inflamatério IL-10 foi determinado
em homogenato de cérebro de animais WT ou PI3KV"' imunizados ou nao, com
100ug de MOGss.55, nos dias 14 e 21 pds-imunizagao.

De forma similar as citocinas IL-6/IL.-17/TGF-3, a citocina |IL-10 apresentou-se
elevada no grupo WT-EAE em relagdo aos demais grupos no 14° dpi, porém, no 21°
dpi, a mesma nao apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo KO-EAE. O
grupo KO-EAE apresentou niveis mais altos de IL-10 em relagdo aos grupos WT e

KO, de forma significativa, apenas no 21°dpi (Fig. 27).
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Figura 27 - Deficiéncia de PI3Ky ndo reduz a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 na EAE.
Avaliagado da produgéo da citocina anti-inflamatoérias IL-10 no sobrenadante de homogenato de cérebro
de camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados com 100 pg de peptideo MOG 3555, Nnos dias 14 e 21 apos
a imunizagao. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, c= p< 0,05 versus grupo WT-
EAE (n= 6 animais/grupo).
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Os resultados observados da quantificacdo de citocinas pro e anti-inflamatérias
no ceérebro dos camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados ou ndao com MOG
corroboram com os resultados encontrados na avaliagao clinica dos animais, assim
como no escore inflamatdrio, de desmielinizagdo e na quantificagdo das quimiocinas.
De forma esperada, os animais do grupo WT-EAE apresentaram niveis elevados das
citocinas pro-inflamatérias no 14° dpi, o que foi minimizado no 21° dpi, enquanto a
citocina anti-inflamatéria IL-10 permanece elevada. Ja os animais KO-EAE
apresentaram niveis menores das citocinas pré-inflamatérias nos dois pontos
avaliados e elevagao de IL-10 no 21° dpi, também de forma compativel com o menor
escore inflamatorio e avaliagéo clinica dos animais, em relagao ao grupo WT-EAE nos

pontos da analise.
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4.9 Avaliagao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-6, IL-17 e TGF-B em

homogenato de medula espinhal

Os niveis de producao da citocinas de perfil pré- inflamatério (IFN-y, IL-6, IL-17
e TGF-B) foram determinados em homogenato de medula espinhal de animais WT ou
PI3Ky” imunizados ou n3o, com 100ug de MOGssss, nos dias 14 e 21 pds-
imunizacgao (Fig. 28).

O grupo imunizado WT-EAE apresentou niveis mais elevados de IFN- y em
relacdo aos demais grupos nos dois pontos avaliados. Ja o grupo KO-EAE
apresentou nivel de IFN-y elevado de forma significativa em relagdo aos grupos WT e
KO apenas no 21° dpi (Fig. 28-A).

Com relacao a citocina IL-6, o grupo WT-EAE apresentou nivel elevado desta,
em relagdo aos demais grupos, nos dois pontos analisados. O grupo KO-EAE
apresentou elevagéo de IL-6 em relagdo aos grupos WT e KO nos dois pontos
avaliados (Fig. 28-B).

A citocina TFG-B apresentou-se em niveis mais elevados nos grupos
imunizados com 100ug de MOGa3s.55 em relagdo aos grupos controles, nos dias 14° e
21° apds a imunizacao. Além disso, neste ponto, o grupo KO-EAE apresentou niveis
mais elevados de TFG- em relagdo ao grupo WT-EAE. No 21° dia pds-imunizagao,
nao houve diferengas significativas entre os grupos WT-EAE e KO-EAE em relagéo a
essa citocina (Fig. 28-C).

A citocina IL-17 de forma semelhante a IFN-y, IL-6 e TFG-[3, apresentou-se mais
elevada nos grupos imunizados com 100ug de MOGss.55 em relagdo aos grupos
controles, nos dias 14° e 21° apds a imunizagéo. Ainda, o grupo KO-EAE apresentou
niveis reduzidos de IL-17 em relagdo ao grupo WT-EAE, neste ponto. No 21° dia pos-
imunizagao o WT-EAE apresentou niveis reduzidos de IL-17 em relagdo ao grupo WT,
enquanto o grupo KO-EAE apresentou niveis elevados desta citocina em relagdo aos

demais grupos (Fig. 28-D).
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Figura 28 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgéo de citocinas pré-inflamatorias na EAE. Avaliagao da
produgéo de citocinas pro-inflamatérias IFN-y (A), IL-6 (B), TGF- P (C) e IL-17 (D) no sobrenadante de
homogenato de medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky™" imunizados com 100 ug de peptideo
MOG 35.55, nos dias 14 e 21 apds a imunizagéo. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo
KO, c= p< 0,05 versus grupo WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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410 Avaliacdo dos niveis da citocina IL-10 em homogenato de medula

espinhal

Os niveis de producdo da citocina de perfil anti-inflamatério IL-10 foram
determinados em homogenato de medula espinhal de animais WT ou PI3Ky"
imunizados ou n&do, com 100ug de MOGa3s.55, nos dias 14 e 21 pds-imunizacgéo (Fig.
29).

O grupo WT-EAE apresentou nivel elevado de IL-10 em relacdo aos demais
grupos nos dois pontos analisados, enquanto que o grupo KO-EAE apresentou niveis

maiores da citocina em relagdo aos grupos WT e KO nos dois pontos analisados (Fig.

29).

2000+ ab
ab,c
) X
£
—
[=)]
Q
S
o
)
=
L)
KO WT-EAE KO-EAE WT KO WT-EAE KO-EAE

14°d.p.i 21°d.p.i

Figura 29 - Deficiéncia de PI3Ky nado reduz a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 na EAE.
Avaliagdo da producgéo da citocina anti-inflamatérias IL-10 no sobrenadante de homogenato de medula
espinhal de camundongos WT ou PI3Ky'/' imunizados com 100 pg de peptideo MOG 35.55, Nos dias 14 e
21 apés a imunizacgdo. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, c= p< 0,05 versus
grupo WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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Os resultados observados a partir da quantificacdo de citocinas pré e anti-
inflamatérias na medula espinhal dos camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados ou
nao com MOG corroboram com aqueles encontrados por estas mesmas analises
realizadas no cérebro destes animais. O grupo WT-EAE de forma similar apresentou
niveis elevados de citocinas pré e anti-inflamatérias nos 14° e 21° dpi em relagéo ao
grupo KO-EAE, o qual demonstrou um menor quadro inflamatério e desmielinizante
seguido de uma menor evolugdo clinica da EAE, tanto no cérebro como na medula

espinhal.
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4.11 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de

linfonodos inguinais

Para analisar o efeito da delegdo genética da enzima PI3Ky™ na promogao da
resposta imune do modelo de EAE em o6rgaos linfoides periféricos, foi realizada a
quantificacdo dos niveis de produgdo das quimiocinas CCL5 e CCL20 em
homogenato de linfonodos inguinais de animais WT ou PI3Ky”' imunizados ou nao,
com 100ug de MOGg3s.55, nos dias 14 e 21 pds-imunizagao (Fig. 30).

O grupo WT-EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas CCL5 e CCL20
em relagdo aos demais grupos em ambos os pontos analisados. O grupo KO-EAE
apresentou aumento na produgdo de ambas quimiocinas em relagao aos grupos WT e
KO tanto no 14° como no 21°dpi (Fig. 30- A e B).
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Figura 30 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgéo de quimiocinas da EAE Avaliagao da produgao de
quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de linfonodos inguinais de
camundongos WT ou PI3Kv"' imunizados ou ndo com 100 pg de peptideo MOG3s.55, nos dias 14 e 21
apos a imunizagao. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, c= p< 0,05 versus grupo
WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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4.12 Avaliagdao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-6, IL-17 e TGF-8 em

homogenato de linfonodos inguinais

Os niveis de produgao das citocinas de perfil pré- inflamatério (IFN-y, IL-6, 1L-17
e TGF-B) foram determinados em homogenato de linfonodos inguinais de animais WT
ou PI3Ky” imunizados ou n3o, com 100ug de MOGa3s.55, nos dias 14 e 21 péds-
imunizacgao (Fig. 31).

A citocina IFN-y, assim como IL-6, TGF- B e IL-17 apresentaram-se em niveis
mais elevados no grupo WT-EAE em relagcdo aos demais grupos nos dois pontos
avaliados. Além disso, o grupo KO-EAE apresentou niveis reduzidos dessas citocinas
em relagdo ao grupo WT-EAE nos dois pontos avaliados, pore’'m em niveis elevados

em relacdo aos grupos WT e KO (Fig. 31- A, B, C e D).
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Figura 31 - Deficiéncia de PI3Ky reduz a produgéo de citocinas pré-inflamatorias na EAE. Avaliagao da
producgéo de citocinas pro-inflamatérias IFN-y (A), IL-6 (B), TGF-B (C) e IL-17 (D) no sobrenadante de
homogenato de linfonodos inguinais de camundongos WT ou PI3Ky'/' imunizados com 100 ug de
peptideo MOG 3555, nos dias 14 e 21 apds a imunizagdo. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05
versus grupo KO, c= p< 0,05 versus grupo WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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4.13 Avaliagao dos niveis da citocina IL-10 em homogenato de linfonodos

inguinais

Os niveis de producgao da citocina de perfil anti- inflamatério IL-10 foi determinado
em homogenato de linfonodos inguinais de animais WT ou PI3Ky” imunizados ou
nao, com 100pg de MOGss.55, nos dias 14 e 21 pos-imunizagao (Fig. 32);

O grupo WT-EAE apresentou nivel elevado de IL-10 em relagcdo aos demais
grupos no 14°dpi, ja no 21° dpi, s6 apresenta elavacao de IL-10 em relagdo aos
grupos WT e KO. O grupo KO-EAE apresentou niveis elevados de IL-10 em relagao
aos grupos WT e KO no 14° dpi, enquanto no 21° dia pés-imunizagdo, 0 mesmo
apresentou niveis maiores desta citocina em relagdo a todos os demais grupos (Fig.
32);
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Figura 32- Deficiéncia de PI3Ky aumenta a produgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 na EAE.
Avaliagdo da producédo da citocina anti-inflamatérias IL-10 no sobrenadante de homogenato de
linfonodos inguinais de camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados com 100 yg de peptideo MOG 35.55,
nos dias 14 e 21 apds a imunizagéo. a= p< 0,05 versus grupo WT, b= p< 0,05 versus grupo KO, c= p<
0,05 versus grupo WT-EAE (n= 6 animais/grupo).
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Finalizando os resultados da quantificagdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias
nos linfonodos inguinais de camundongos WT ou PI3Ky” imunizados ou ndo com
MOG, pode-se notar que o grupo WT-EAE, de forma similar ao observado no cérebro
e medula espinhal, apresentou niveis elevados de citocinas pro- inflamatérias nos 14°
e 21° dpi em relagdo ao grupo KO-EAE. Porém, a citocina anti-inflamatéria IL-10
esteve mais elevada no grupo KO-EAE em relacdo ao WT-EAE nos linfonodos
inguinais no 21° dpi, de forma ndo observada em nenhuma outra citocina no SNC

durante a evolucao clinica da EAE.
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4.14 Avaliagcao da morte celular programada em células no SNC

Para avaliar a morte celular programada de células no SNC, cortes
histoldgicos de medula espinhal de camundongos C57BL/6 WT ou PI3K™ imunizados
com MOGss.55 referentes aos 14° e 21° dpi da EAE foram submetidas a técnica de
TUNEL. Esta técnica permite a marcacdo da fragmentagdo de DNA nuclear em
células em processo de morte programada. A figura 29 mostra as imagens
representativas de medulas espinhais através da técnica de TUNEL e a analise
densitométrica quantitativa de células apoptdoticas na medula espinhal dos animais.

O grupo WT- EAE apresentou maior numero de células apoptéticas no 14° dpi
em relagdo ao grupo KO-EAE, o que se manteve no 21°dpi. Porém, quando se
compara o numero de células apoptéticas dos grupos entre os dois pontos avaliados,
observa-se que o grupo WT-EAE obteve maior taxa de morte celular na medula
espinhal no 21° dpi em relacdo ao 14° dpi e ainda em relacdo aos dois pontos
analisados do grupo KO-EAE. Estes resultados mostram maior neurodegeneragéo
nos animais WT no 21° dpi, o que se apresenta compativel com a maior gravidade de

sintomas da EAE observado neste ponto (Fig.33).
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Figura 33- Deficiéncia de PI3Ky reduz a morte celular programada no SNC na EAE. Histopatologia de
medula espinhal de camundongos WT ou PI3Ky"' imunizados com 100 pg de peptideo MOG3s.55 nos
dias 14 e 21 ap6s a imunizagao. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram corados
através da técnica de TUNEL. Setas indicam células em processo de morte programada. A) Imagens
representativas dos cortes histologicos. B) Anadlise densitométrica quantitativa das células em
processo de morte programada. Aumento Original: objetiva de 100X. Barra 20 ym. Cada ponto
representa a média + SEM.*<0,1, **<0,05 e ***<0,01.
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4.15 Avaliacao do curso clinico da EAE apés os tratamentos com o composto
FTY720 ou seu analogo lipofilico

Para avaliar o efeito dos tratamentos com o composto FTY720 e de seu
analogo lipofilico no desenvolvimento clinico da EAE, foi realizada a analise da
evolugcao do quadro clinico da doencga. Esta analise foi determinada através dos

pontos atribuidos aos sinais clinicos apresentados na tabela 2.
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Figura 34 — FTY720 e seu analogo lipofilico inibem o desenvolvimento da EAE. Camundongos fémeas
C57BL/6 WT foram monitorados diariamente para os sinais clinicos da EAE apés imunizagdo com 100
ug de peptideo MOGg3s.55 € tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico. Cada
ponto representa a média aritmética + SEM. *, p<0,05 quando comparados os animais EAE, EAE-
FTY720 e EAE-ANALOGO aos animais controles (n= 12 animais/grupo imunizado). A linha pontilhada
representa o dia em que se iniciaram os tratamentos.
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De acordo com a figura 34, pode-se notar que os animais WT imunizados com
MOGss.55 € que nao receberam nenhum tratamento apresentaram inicio dos sinais
clinicos da EAE, como perda de tbnus e fraqueza da cauda, por volta do 10° dpi. Além
disso, o agravamento da evolugéo clinica deu-se a partir do 13°dpi atingindo o pico do
escore clinico no 17° dpi. Nos grupos em que os animais WT foram imunizados com
MOG3s5.55 € tratados com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico, apenas 4
animais de cada grupo (30%) desenvolveram sinais clinicos iniciais da doenca, n&o
apresentando evolugéo destes até o 21° dpi. Entre os grupos imunizados tratados e o
grupo controle ndo imunizado, ndo houve diferenga significativa entre os escores
clinicos em nenhum ponto avaliado. Este resultado mostra que tanto o composto
FTY720 como seu analogo lipofilico foram capazes de inibir a evolugéo clinica da
EAE.
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4.16 Avaliacao do infiltrado inflamatério e desmielinizagdo no cérebro apds os

tratamentos com FTY720 ou seu analogo lipofilico

A avaliagdo do infiltrado inflamatério no SNC foi realizada, no 21° dpi, em
amostras de cérebro dos animais WT imunizados com o MOG3s.55, tratados com o
composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 20°dpi.

A figura 35 mostra os cortes de cérebros corados com Hematoxilina-Eosina
(HE), a qual foi utilizada para avaliagéao do infiltrado inflamatério.

O grupo EAE apresentou maior intensidade na infiltragdo de células no
parénquima cerebral em relagdo aos grupos tratados, este infiltrado foi caracterizado
como moderado, enquando que os grupos EAE-FTY720 e EAE- ANALOGO
apresentaram infiltrados inflamatdrios discretos e, em alguns animais, esteve visivel
apenas nas areas perivasculares. Nao foram visualizados infiltrados inflamatérios no
grupo controle (Fig. 35-A);

Ainda nesta figura, pode ser observado o escore inflamatério no cérebro dos
animais imunizados com o0 MOGg3s.55 e tratados com FTY720 ou o analogo, de acordo
com XIAO et al.,, 2015), onde pode-se observar que os animais tratados EAE

obtiveram reducao do processo inflamatorio no cérebro (Fig. 35-B).
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Figura 35- FTY720 e seu analogo lipofilic o reduzem a presenca de infiltrados inflamatérios no SNC.
A) Histopatologia de cérebro de camundongos WT imunizados com 100 pg de peptideo MOG35.55 €
tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. Aumento Original:
objetiva de 20X. Setas indicam os infiltrados celulares. Barra 50 um. B) Escore inflamatério do cérebro.
8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram corados com hematoxilina e eosina (H&E)
para analise do infiltrado de célula. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-
FTY720, c= p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO.



128

A avaliagdo do processo de desmielinizagdo no SNC também foi realizada, no
21° dpi, em amostras de cérebro dos animais WT imunizados com o MOG3s.5s,
tratados com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 20°dpi.

A figura 29 mostra os cortes de cérebros corados com Luxol Fast- Blue (LFB), a
qual foi utilizada para avaliagao da destruicdo mielinica (Fig. 36-A).

O grupo EAE apresentou maior numero de focos de desmielinizagdo no
parénquima cerebral em relagdo aos grupos tratados, esta foi caracterizada como
confluente, enquanto que os grupos EAE-FTY720 e EAE- ANALOGO apresentaram
vestigios de desmielinizagdo subapical e, em alguns animais, esteve visivel apenas
nas areas perivasculares, de forma compativel com a presenca dos infiltrados
inflamatdrios observados pela coloracdo de H&E. Nao foram focos de desmielinizagao
no grupo controle (Fig. 36-A);

A mesma figura ainda apresenta o escore de desmielinizagdo observado no
cérebro dos animais imunizados com o MOGs3s55 € tratados com FTY720 ou o
analogo, de acordo com ABDUL-MAJID et al., 2003), onde pode-se observar que os
animais tratados EAE obtiveram reducéo da destruicdo mielinica no cérebro, de forma
compativel com a redugao do processo inflamatério e evolugéo clinica da doenga (Fig.
36-B).
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Figura 36- FTY720 e seu anélogo lipofilico reduzem a desmielinizagdo. A) Histopatologia de cérebro
de camundongos WT imunizados com 100 ug de peptideo MOG3s.55 € tratados ou ndo com o composto
FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. Aumento Original: objetiva de 20X. Setas indicam
os focos de desmielinizagdo. Barra 50 ym. B) Escore de desmielinizagdo do cérebro. 8 a 12 cortes
representativos dos grupos examinados foram corados com Luxol Fast- Blue (LFB) para analise da
desmielinizagdo. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05
versus grupo EAE-ANALOGO.



130

4.17 Avaliacao do infiltrado inflamatério e desmielinizagao na medula espinhal

apos os tratamentos com FTY720 ou seu analogo lipofilico

A avaliacao do infiltrado inflamatério no SNC foi realizada ainda, no 21° dpi, em
amostras de medula espinhal dos animais WT imunizados com o MOGg3s.55, tratados
com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 20°dpi.

A figura 37 mostra os cortes de medula espinhal corados com Hematoxilina-
Eosina (HE), a qual foi utilizada para avaliagao do infiltrado inflamatério (Fig. 37-A).

O grupo EAE apresentou maior intensidade na infiltragdo de células na regiao
parenquimatica da medula espinhal em relagdo aos grupos tratados, esta infiltragao
foi caracterizada como moderado, enquando que os grupos EAE-FTY720 e EAE-
ANALOGO apresentaram infiltrados inflamatdrios discretos e, em alguns animais,
esteve visivel apenas nas areas perivasculares. Nao foram visualizados infiltrados
inflamatorios no grupo controle (Fig. 37-A);

Ainda nesta figura, pode ser observado o escore inflamatério na medula
espinhal dos animais imunizados com o MOGs3s55 e tratados com FTY720 ou o
analogo, de acordo com XIAO et al., 2015), onde pode-se observar que os animais
tratados EAE obtiveram redugao do processo inflamatério na medula espinhal, assim

como o observado no cérebro (Fig. 37-B).
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Figura 37- FTY720 e seu analogo lipofilico reduzem a presenga de infiltrados inflamatérios no SNC. A)
Histopatologia de medula espinhal de camundongos WT imunizados com 100 ug de peptideo MOG3s.55
e tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. Aumento
Original: objetiva de 20X. Setas indicam os infiltrados celulares. Barra 50 um. B) Escore inflamatoério da
medula espinhal. 8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram corados com
hematoxilina e eosina (H&E) para analise do infiltrado de células. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p<
0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO.
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A avaliagédo do processo de desmielinizagdo no SNC também foi realizada, no
21° dpi, em amostras de medula espinhal dos animais WT imunizados com o0 MOGg3s.
55, tratados com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 20°dpi.

A figura 38 mostra os cortes de medula espinhal corados com Luxol Fast- Blue
(LFB), a qual foi utilizada para avaliagao da destruicao mielinica (Fig. 38-A);

O grupo EAE apresentou focos de desmielinizagdo caracaterizados como
confluentesnas regides perivasculares, enquanto que os animais dos grupos EAE-
FTY720 e EAE- ANALOGO nao apresentaram focos de desmielinizagdo, assim como
o grupo controle (Fig. 38-A);

A mesma figura ainda apresenta o escore de desmielinizagdo observado na
medula espinhal dos animais imunizados com 0 MOGs3s.55 € tratados com FTY720 ou
o analogo, de acordo com ABDUL-MAJID et al., 2003), onde pode-se observar que os
animais tratados EAE obtiveram reducéo da destruicdo mielinica na medula espinhal,
de forma compativel com a reducdo do processo inflamatério e evolugao clinica da
doenca (Fig. 38-B).
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Figura 38- FTY720 e seu analogo lipofilico reduzem a desmielinizagdo. A) Histopatologia de medula
espinhal de camundongos WT imunizados com 100 ug de peptideo MOG35.55 € tratados ou ndo com o
composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. Aumento Original: objetiva de 20X. Setas
indicam os focos de desmielinizagao. Barra 50 um. B) Escore de desmielinizagdo da medula espinhal.
8 a 12 cortes representativos dos grupos examinados foram corados com Luxol Fast- Blue (LFB) para
analise da desmielinizagao. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c=
p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO.
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4.18 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de
cérebro apés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu analogo

lipofilico

Para analisar o efeito dos tratamentos com o composto FTY720 e de seu
analogo lipofilico na quimioatragdo celular para o SNC, foi realizada a quantificacéo
dos niveis de produgéo das quimiocinas CCL5 e CCL20, no 21° dpi, em homogenato
de cérebro de animais WT imunizados ou ndo, com 100ug de MOG3s.55 € tratados
com os compostos do dia 10° dpi até o 21° dpi (Fig. 39).

O grupo EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas CCL5 e CCL20 em
relacdo aos demais grupos. O grupo EAE- FTY apresentou redugcdo de ambas
quimiocinas em relagéo ao grupo EAE. O grupo EAE- ANALOGO apresentou redugéo
de ambas quimiocinas em relagéo ao grupo EAE e ainda a producéo de CCL5 neste
grupo foi menor que a observada no grupo EAE- FTY720 (Fig. 39- A e B).

O grupo EAE-FTY720 apresentou aumento da quimiocina CCL5 em relagcéo ao
grupo controle, enquanto que o grupo EAE-ANALOGO nao obteve diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle para esta quimiocina. Com relagcdo a
quimiocina CCL20, os grupos tratados nao obtiveram diferengcas em relagdo ao grupo
controle (Fig. 39- B).
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Figura 39 - FTY720 e seu analogo lipofilico inibem a produgédo de quimiocinas da EAE Avaliagdo da
producdo de quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de cérebro de
camundongos WT imunizados ou ndo com 100 pg de peptideo MOGg3555 € tratados ou ndo com o
composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p<
0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).
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4.19 Avaliagao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 em homogenato
de cérebro apoés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu analogo

lipofilico

Os niveis de produgao das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 foram determinados
em homogenato de cérebro de animais WT, no 21° dpi, imunizados ou n&o, com
100ug de MOGs3s.55 € tratados com os compostos do dia 10° dpi até o 21° dpi (Fig.
40).

A citocina IFN-y apresentou-se em niveis mais elevados no grupo EAE em
relacdo aos grupos EAE- ANALOGO e controles, porém nao foi significativa a sua
reducdo em relagéo ao grupo EAE-FTY-720. O grupo EAE- ANALOGO foi capaz de
reduzir a produgéo de IFN-y em relacdo aos grupos EAE e EAE-FTY720, porém em

relcdo ao grupo controle ndo houve diferenca significativa (Fig. 40-A);

A citocina IL-17 teve sua maior produgédo no grupo EAE, de forma semelhante a
citocina IFN- y, embora esta citocina tenha sido reduzida em todos os demais grupos.
Entre os grupos EAE tratados e o grupo controle ndo houve diferenca significativa.
(Fig. 40- B);

A citocina IL-10 teve sua maior produgao no grupo FTY720 em relagdo a todos os
demais grupos. O grupo EAE- ANALOGO teve uma produgdo menor de IL-10 em
relagéo ao grupo EAE-FTY720. Todos os grupos induzidos apresentaram niveis de IL-

10 superiores ao grupo controle (Fig. 40- C).
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Figura 40 - FTY720 e seu analogo lipofilico inibem a produgéo de citocinas pré-inflamatérias e elevam
a producgdo de IL-10 da EAE Avaliagado da produgéo de citocinas IFN-gama (A), IL-17 (B) e IL-10 (C) no
sobrenadante de homogenato de cérebro de camundongos WT imunizados ou ndao com 100 ug de
peptideo MOGg35.55 € tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21°
dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo
EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).
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4.20 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de
medula espinhal apés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu

analogo lipofilico

A analise do efeito dos tratamentos com o composto FTY720 e de seu analogo
lipofilico na quimioatracdo celular para o SNC, também foi realizada através da
quantificacdo dos niveis de producdo das quimiocinas CCL5 e CCL20, no 21° dpi, em
homogenato de medula espinhal de animais WT imunizados ou nao, com 100ug de
MOG3s.55 € tratados com os compostos do dia 10° dpi até o 21° dpi (Fig. 41);

O grupo EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas CCL5 e CCL20 em
relacdo aos demais grupos. Os grupos EAE- FTY e EAE-ANALOGO apresentaram
reducdo de ambas quimiocinas em relagdo ao grupo EAE, porém, n&o houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Fig. 41- A e B);

Os grupos tratados também nao apresentaram diferenca significativa em relacao

ao grupo controle para ambas quimiocinas (Fig. 41- A e B).
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Figura 41 - FTY720 e seu analogo lipofilico inibem a producdo de quimiocinas da EAE Avaliagcéo da
producdo de quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de medula espinhal
de camundongos WT imunizados ou ndo com 100 pg de peptideo MOGg3s.55 € tratados ou ndo com o
composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p<
0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).



140

4.21 Avaliagao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 em homogenato
de medula espinhal apés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu

analogo lipofilico

Os niveis de produgdao das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 foram também
determinados em homogenato de medula espinhal de animais WT, no 21° dpi,
imunizados ou ndo, com 100ug de MOGs3s.55 € tratados com os compostos do dia 10°
dpi até o 21° dpi (Fig. 42).

A citocina IFN-y apresentou-se em niveis mais elevados no grupo EAE em
relacdo aos demais grupos. Os grupos EAE-FTY720 e o EAE-ANALOGO
apresentaram aumento de IFN-y em relagdo ao grupo controle, porém, o grupo EAE-
ANALOGO obteve maior reducédo da producéo de IFN-y em relagdo ao grupo EAE-
FTY720 (Fig. 42-A);

A citocina IL-17 teve sua maior produgéo no grupo EAE, de forma semelhante a
citocina IFN- y, embora esta citocina tenha sido reduzida em todos os demais grupos.
Entre os grupos EAE tratados e o grupo controle ndo houve diferenga significativa.
(Fig. 42- B);

A citocina IL-10 teve sua maior producdo nos grupos EAE-FTY720 e EAE-
ANALOGO em relagédo aos grupos EAE e controle, porém nao houve diferenga
significativa entre ambos os grupos. Todos os grupos induzidos apresentaram niveis

de IL-10 superiores ao grupo controle (Fig. 42- C).
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Figura 42 - FTY720 e seu analogo lipofilico inibem a produgao de citocinas pré-inflamatérias e elevam
a producao de IL-10 da EAE Avaliagédo da produgéo de citocinas IFN-gama (A), IL-17 (B) e IL-10 (C) no
sobrenadante de homogenato de medula espinhal de camundongos WT imunizados ou ndo com 100
Mg de peptideo MOGs;s.55 € tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao
21° dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo
EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).
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4.22 Avaliagao dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em homogenato de
linfonodos inguinais apés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu

analogo lipofilico

Para analisar o efeito dos tratamentos com o composto FTY720 e de seu
analogo lipofilico na quimioatragdo celular para os linfonos inguinais, foi realizada a
quantificacao dos niveis de producdo das quimiocinas CCL5 e CCL20, no 21° dpi, em
homogenato de linfonodos inguinais de animais WT imunizados ou ndo, com 100ug
de MOGgs.55 € tratados com os compostos do dia 10° dpi até o 21° dpi (Fig. 43);

O grupo EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas CCL5 e CCL20 em
relacdo aos demais grupos. Os grupos EAE-FTY e EAE-ANALOGO apresentaram
reducdo de ambas quimiocinas em relagdo ao grupo EAE, porém, ndo houve
diferenca significativa nos niveis de CCL5 e CCL20 entre os tratamentos (Fig. 43- A e
B);

O grupo controle apresentou menor produgdo das quimiocinas em relagao a

todos os outros grupos (Fig. 43- B).
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Figura 43 - FTY720 e seu analogo lipofilico inibem a producédo de quimiocinas da EAE Avaliacdo da
produgdo de quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante de homogenato de linfonodos
inguinais de camundongos WT imunizados ou ndo com 100 ug de peptideo MOG35 55 € tratados ou n&o
com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b=
p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus grupo EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).
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4.23 Avaliagao dos niveis das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 em homogenato
de linfonodos inguinais apés os tratamentos com o composto FTY720 ou seu

analogo lipofilico

Os niveis de produgdao das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 foram também
determinados em homogenato de linfonodos inguinais de animais WT, no 21° dpi,
imunizados ou ndo, com 100ug de MOGs3s.55 € tratados com os compostos do dia 10°
dpi até o 21° dpi (Fig. 44).

As citocinas IFN-y e IL-17 apresentaram-se em niveis mais elevados no grupo
EAE em relagdo aos demais grupos. Os grupos EAE tratados nao apresentaram
diferenca significativa entre eles, assim como quando comparados com 0O grupo
controle (Fig. 44-A e B);

A citocina IL-10 teve sua maior produgcdo nos grupos EAE-FTY720 e EAE-
ANALOGO em relacdo aos grupos EAE e controle, porém n&o houve diferenca
significativa entre ambos os grupos. Todos os grupos induzidos apresentaram niveis

de IL-10 superiores ao grupo controle (Fig. 44- C).
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Figura 44 - FTY720 e seu anélogo lipofilico inibem a producéao de citocinas pré-inflamatdrias e elevam
a produgéao de IL-10 da EAE. Avaliagdo da produgédo de citocinas IFN-gama (A), IL-17 (B) e IL-10 (C)
no sobrenadante de homogenato de linfonodos ingunais de camundongos WT imunizados ou ndo com
100 ug de peptideo MOG3s.55 € tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu analogo lipofilico do
10° ao 21° dpi. a= p< 0,05 versus grupo EAE, b= p< 0,05 versus grupo EAE-FTY720, c= p< 0,05 versus
grupo EAE-ANALOGO (n= 6 animais/grupo).
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4.24 Avaliagao do efeito dos tratamentos com o composto FTY720 e seu
analogo lipofilico na fosforilagao de Akt na medula espinhal na EAE

Uma vez o composto FTY720 e seu analogo lipofilico tendo apresentado efeitos
significativos na inibicdo da evolugao clinica da EAE induzida por MOG3555 em
camundongos selvagens da linhagem C57BL/6, foi investigado se estes tratamentos
seriam capazes de interferir na fosforilacdo da proteina Akt no SNC. Para isso, foi
determinada a razédo entre os niveis de expressao da proteina Akt fosforilada em
relacdo a Akt total, no 21° dpi, na medula espinhal dos camundongos EAE tratados
com o FTY720 ou seu analogo lipofilico do 10° ao 21° dpi, através da técnica de
Western Blotting (Fig. 45);

Pode-se notar que o grupo WT-EAE apresentou maior nivel de expresséo de
pAKT em relagdo aos grupos controles e tratados no 21° dpi, o que indica maior
ativagcao da via PI3K/Akt neste grupo. Com relagéo aos grupos tratados com FTY-720
e seu analogo, ndo houve diferengas sinficativas entre estes e o grupo controle
(Fig.45).
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Figura 45- FTY720 e seu analogo lipofilico reduzem a expresséo de p-Akt na EAE. Imunorreatividade

de p-Akt na medula espinhal de camundongos WT imunizados ou ndo com 100 pg de peptideo MOG3s.
s5 € tratados ou ndo com o composto FTY720 ou seu anélogo lipofilico do 10° ao 21° dpi. A) Analise
densitométrica quantitativa de fosfo-Akt normalizada para controle de carga de Akt total. B) Imagens
representativas dos Western blots. Cada ponto representa a média £+ SEM.*<0,1, **<0,05 e ***<0,01.
(n=6 animais/grupo).
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5 DISCUSSAO

A EM é uma doenca inflamatdria crénica do SNC, de origem autoimune, que é
caracterizada por um processo de destruicdo da bainha de mielina presente nos
axbnios dos neurdnios, gerando problemas na condug¢do nervosa, muitas vezes
graves e incapacitantes para o paciente. Além disso, a predisposigao genética,
mimetismo molecular, deficiéncia de vitaminas e minerais, localizacdo geografica
também sao fatores etioldgicos que podem contribuir para o desencadeamento da
doenca. Atualmente, mais de 2,5 milhdes de individuos sao afetados pela doenca, a
qual propicia tanto um incremento nos custos financeiros em saude publica, gerando
um custo estimado de US$ 2-3 bilhdes por ano, quanto a ocorréncia de problemas
psicoldgicos, uma vez que afeta a qualidade de vida dos pacientes e seus familiares
(COMPSTON et al. 2002; GRYTTEN et al. 2015).

Os mecanismos fisiopatoldgicos da EM envolvem predominantemente células T
autorreativas, como as T helper CD4" Th1 e as células Th17, levando a secrecdo de
citocinas e ativagdo de uma cascata inflamatdria resultando em desmielinizagdo no
cérebro e medula espinhal, além de auto-anticorpos produzidos e secretados por
células B autorreativas (GAFSON et al. 2012; MAHAD et al. 2015). Um dos eventos
de destaque na doenga € a quebra da barreira hematoencefalica levando a migragéo
de células imunes (macrofagos, células T, células B) para o SNC, as quais induzem
inflamacado, formagdo de placas esclerdticas (lesbes), desmielinizagdo e
neurodegeneracao (STEINMAN, 1996).

Embora hoje seja amplamente estudada, a EM apresenta etiologia complexa, a
multiplicidade de informagdes sobre a imunopatofisiologia da doenca e a
disponibilidade de op¢des de tratamento e novos tratamentos futuros, tornam possivel
0 gerenciamento e tratamento da doencga.

Os tratamentos atuais destinados a EM sao capazes de diminuir as taxas de
recaidas em pacientes que apresentam a forma remitente-recorrente, porém, a
prevencao dos efeitos em longo prazo continua a ser um problema; medicamentos
para formas progressivas de EM também sao limitados na sua eficacia. Por isso,
novas drogas sao ainda necessarias para efetivamente tratar a EM (GAFSON et al.
2012; MAHAD et al. 2015).
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A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) € o modelo animal de doenga
desmielinizante mais utilizado para o estudo da EM (DENIC et al., 2011). Durante os
ultimos 30 anos, a EAE tornou-se um dos modelos animais mais bem sucedidos na
pesquisa basica, pré-clinica e de células T na imunologia. De fato, a EAE em suas
multiplas variantes, ndo so reproduz as caracteristicas histopatolégicas da EM, como
também €& um modelo adequado para o estudo do desenvolvimento de células T
durante as reacdes imunologicas (HART et al., 2011).

Além de se buscarem novas opgdes de tratamento para a EM, torna-se ainda
necessario, a melhor compreensao dos mecanismos envolvidos no desencadeamento
da doenga, como a regulagdo da expressao génica, transdugao de sinais, morte e
proliferacdo celular, mecanismos estes, que podem oferecer ferramentas para auxiliar
no desenvolvimento de novas terapias baseadas na ativagao de vias de sinalizacdes
neuroprotetoras e/ou inibicado daquelas que sao deletérias.

Os processos envolvidos durante a ativagdo da cascata de sinalizacdo da via
PI3K/Akt exercem um papel fundamental na sobrevivéncia celular. Estudosdiversos
tém revelado que esta via pode ser ativada por diversos estimulos quimicos como,
por exemplo, na presenca de camara anaerdbica utilizada para o tratamento
isquémico em cultura de astrocitos (JIANG et al., 2003), na presenga da quimiocina
CCL5 necessaria para o recrutamento de neutrofilos durante o desenvolvimento do
processo inflamatério em modelo de artrite reumatoide (FERRANDI et al., 2007), na
presenga de canabinoides envolvidos na neuroprote¢cdo em modelos animais, e no
modelo experimental de epilepsia induzido por pilocarpina (LIMA et al., 2015).

Estudos mostram que a via de sinalizagdo PI3K/Akt é relevante para o
desenvolvimento da EAE. Os mecanismos de redugado de sinais da EAE quando a
PI3K é excluida ou inibida, provavelmente ocorre, devido a redugdes nos processos
de ativagdo, migracao e sobrevivéncia de leucécitos no SNC. Portanto, uma melhor
compreensao do papel desta via de sinalizacdo na EAE seria capaz de fornecer
indicios que apoiem a nog¢ao de que inibidores ou moduladores de PI3K poderiam ser
uteis na terapéutica de doencgas autoimunes humanas desmielinizantes, tais como a
EM (COMERFORD et al., 2012).

Nosso grupo ha dez anos vem trabalhando com o modelo de EAE induzido com o
peptideo MOG3s.55 em camundongos C57BL/6, no qual ja foram estudados os efeitos
de drogas naturais como a genisteina (de PAULA et al., 2007; CASTRO et al., 2013) e

sintéticas como a mitoxantrona (SOUSA ALVES et al.,, 2013) no tratamento e/ou



150

prevencao dos sinais clinicos desenvolvidos pela EAE. Além disso, alguns estudos ja
analisaram qual seria o melhor protocolo para a indugao do modelo de forma que o
mesmo reproduza aspectos especificos da EM, o que permitiria o estudo de terapias
mais promissoras (DIAS et al., 2015). Posteriormente, alguns analisaram a resposta
imune inicial desenvolvida no modelo de EAE, a fim de buscarmos uma melhor
compreensao dos mecanismos relacionados a imunopatogénese da doencga
(EVANGELISTA et. al., 2016).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o funcionamento
da via de sinalizagdo PI3K/Akt no desenvolvimento da patogenia da EAE e em,
segundo plano, avaliar o efeito dos tratamentos com o composto FTY720 ou um
analogo lipofilico na redu¢cdo do agravamento dos sinais clinicos da EAE através de
suas agodes nesta via de sinalizagdo no SNC.

Inicialmente, camundongos fémeas C57BL/6 selvagens (WT) e knockout para a
isoforma y da proteina PI3K (PI3K"') imunizados com o peptideo MOG 3555 foram
acompanhadas durante 21 dias, sendo observado que o curso clinico da EAE em
animais deficientes da isoforma y de PI3K (PI3Ky) apresentou-se mais tardio e
reduzido em relagdo aos animais selvagens (WT). Enquanto no grupo WT os sinais
clinicos tornaram-se aparentes entre o 9° e 11° d.p.i., atingindo um pico no 19° d.p.i,
no grupo PI3K”, os mesmos tornaram-se aparentes entre o 14° e 15° d.p.i,
apresentando um pico significativamente menor no 20° d.p.i, com tendéncia a queda
apos esse dia. Tal resultado esta compativel com o observado na literatura
(RODRIGUES et. al., 2010).

Uma vez tendo sido feita esta analise com relagdo ao curso clinico da EAE em
camundongos WT e PI3K”, nosso préximo passo foi verificar, através da andlise
histopatolégica do SNC, a presenca de infiltrados inflamatérios e desmielinizagdo no
cérebro e medula espinhal dos animais.

Os pontos escolhidos para este estudo foram os 14° e 21° dpi, uma vez que tais
pontos correspondem a periodos de inicio do agravamento e o pico do escore clinico
da EAE, respectivamente. Além disso, estes pontos ja foram selecionados para o
estudo cinético da EAE em outros trabalhos do nosso grupo (DIAS et al., 2015;
SOUSA ALVES et al., 2013) sendo considerados relevantes no processo patolégico
da doenca.

O infiltrado inflamatério celular no SNC é uma caracteristica patoldgica
importante, tanto na EM, quanto na EAE (ADAMS et al., 1989). O recrutamento de
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leucoécitos para a microcirculagdo do SNC, em diferentes condi¢cdes inflamatdrias,
depende da expressdao de moléculas de adesdo em leucécitos (selectinas e
integrinas) e de seus ligantes nas células endoteliais (VCAM-1 e ICAM-1) (JAMES et
al., 2003; DOS SANTOS et al., 2005).

Neste trabalho foi verificado que, no 14° d.p.i., apenas o grupo WT-EAE
apresentou significativo infiltrado leucocitico inflamatério no SNC, tanto no cérebro
como na medula espinhal, o que foi compativel com areas de desmielinizagdo nas
mesmas regides, sugerindo uma relacdo com o agravamento dos sinais clinicos da
EAE observados a partir deste ponto do estudo. Estudos mostram que as lesbes a
bainha de mielina dos neurbnios levam a deficiéncia ou completa perda da
transmissao dos impulsos nervosos, causando assim, sinais e sintomas neurologicos
intermitentes que com a evolugdo da doenga podem agravar-se progressivamente
(FRISCHER et al.,, 2009). No 21° dia, observa-se intensificacdo do infiltrado
leucocitico no SNC do grupo WT-EAE, também compativel com o agravamento do
processo de desmielinizagao e a alta pontuagcéo no score clinico dos animais. O grupo
KO-EAE, apresentou infiltragdo leucocitica inflamatéria caracterizada como discreta
apenas no 21° dpi levando a um pico no score clinico dos animais, que apesar de
menor em relagao ao grupo WT-EAE, poderia ser justificado pelo surgimento de areas
de desmielinizagéo discretas neste ponto do grupo.

Os mecanismos que regulam a entrada de leucdcitos no SNC relacionam-se a
atuagao de quimiocinas, uma vez que as mesmas ao serem produzidas por diferentes
tipos de leucdcitos funcionam como moléculas quimioatraentes que regulam a
expressdo de moléculas de adesdo em linfocitos, assim como de seus ligantes em
células endoteliais e a migragao celular para o SNC (VILELA et al., 2008; DIAS et al.,
2015).

A quimiocina CCL5 ja tem sido relacionada ao processo de recrutamento de
leucécitos para o SNC em doengas neuroinflamatérias. Altos niveis de expressao do
receptor de CCL5 em células T foram observados no fluido cerebroespinhal de
pacientes com EM (TELESHOVA et al., 2002).

Ja é conhecido que as células Th17, importantes figurantes da patogénese da
EAE e produtoras da quimiocina CCL20, ao produzirem esta quimiocina, podem
promover o recrutamento de outras células Th17 que expressam o ligante CCR6 para
a CCL20 (YAMAZAKI, 2008).
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Neste trabalho, foi observado que no, 14° dpi, o grupo WT-EAE apresentou
elevada produgao de ambas quimiocinas analisadas, CCL5 e CCL20, tanto no
cérebro como na medula espinhal. Este resultado estda compativel com o intenso
infiltrado inflamatério observado neste ponto do grupo. No grupo KO-EAE os niveis de
ambas as quimiocinas apresentaram-se baixos em comparagao com o grupo WT-
EAE, o que pode ter sido a causa de uma menor migragao de células leucociticas
para o SNC neste ponto do grupo. No 21° dpi, foi observada uma redugéo da
producdo das quimiocinas CCL5 e CCL20 no SNC no grupo WT-EAE, assim como
uma reducgao no processo de infiltragdo celular neste local.

Estudos em que o acompanhamento do curso clinico da EAE induzida por
100mg de MOGss.55 segue além do 21° dpi mostram que, apos este periodo, ocorre
uma queda na evolucdo da EAE, com recuperacdo parcial e/ou total dos sinais
clinicos pelos animais (DIAS et al., 2015; RODRIGUES et al., 2010). Dessa forma, a
queda na produgdo de quimiocinas e da intensidade do infiltrado inflamatério, no
grupo WT-EAE, pode ser em decorréncia de uma regulacdo imunologica do quadro
inflamatorio a partir deste periodo.

No grupo KO-EAE foi observada redugcdo das quimiocinas nos dois pontos
analisados em relagédo ao grupo WT-EAE, o que pode ter sido provocado por um
atraso e/ou dificuldade na montagem de uma resposta inflamatéria nos 6rgaos
linfoides secundarios, onde normalmente sdo apresentados antigenos mielinicos para
as células T autorreativas que, orquestradas por quimiocinas, migram para o SNC.

Dessa forma, as dosagens de CCL5 e CCL20 também foram realizadas no
homogenato de linfonodos inguinais de animais WT e PI3K™ induzidos para EAE. A
coleta destes linfonodos em especial ocorreu-se pelo fato dos mesmos localizarem-se
mais proximos do sitio onde ocorre a inoculacdo do peptideo MOG, que é a base da
cauda dos animais, sendo assim, importantes linfonodos drenantes de antigenos
neste modelo.

Pode ser observado que, tanto no 14° dpi como no 21° dpi, os niveis destas
quimiocinas apresentaram-se menores no grupo KO-EAE em relagdo ao grupo WT-
EAE, apesar de estarem mais elevadas no 21° dpi em relagdo ao 14° dpi no grupo
KO-EAE, nos linfonodos inguinais. O grupo KO-EAE apresentou ao longo de todo o
experimento menor pontuagdo no escore clinico, até mesmo o pico dos sinais clinicos
que ocorreu no 21° dpi foi significativamente menor em relagdo ao observado no

grupo WT-EAE. Logo, baixos niveis de producdo de quimiocinas nos linfonodos
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inguinais no grupo KO-EAE podem estar relacionados a uma menor migragdo de
leucocitos para estes locais e consequentemente, a uma menor apresentagao
antigénica, ativacao, proliferagdo e migragao de células imunes autorreativas para o
SNC. Enquanto que no grupo WT-EAE, no 14°dpi, os niveis destas quimiocinas ja
estavam altas mantendo-se mais elevadas no 21°dpi em relagéo ao grupo KO-EAE.

Dias e colaboradores (2015) ao acompanharem a evolugao clinica da EAE até
o 58° dpi, observaram que apds o 28° dpi, um novo pico, porém menor, na pontuagao
dos sinais clinicos é observado em animais WT-EAE. Este pico permanece até o 40°
dpi, seguido de uma pequena queda e posteriormente, aumento, o qual € sucedido
por um platd até o 58°dpi. Portanto, o aumento de quimiocinas nos linfonodos
inguinais observado neste trabalho, no 21°dpi deste grupo, pode ser precedente de
uma nova montagem de resposta inflamatoria MOG-especifica nos linfonodos
drenantes.

Sasaki e colaboradores (2000) apds desenvolverem a delegcdo genética da
isoforma y da proteina PI3K em camundongos C57BL/6, observaram que estes
animais apresentavam menor sobrevivéncia de timocitos e de ativagao de células T
maduras no sangue e bacgo. Além disso, os neutrofilos destes animais apresentavam
menor capacidade migratéria dos 6rgaos linfoides secundarios para os sitios da
infeccado e de producgao de superéxidos através do processo de burst oxidativo em um
modelo de peritonite in vivo. Portanto, com base nesse estudo, pode-se verificar que a
deficiéncia da proteina PI3Ky provoca uma menor geragao e atividade de células
imunes que sao importantes na construgdo de uma resposta imune inflamatoria, como
no caso da EAE.

A ativacao de células T autorreativas na periferia do organismo € uma das etapas
importantes para o desencadeamento da EM e EAE, assim como a migragao de tais
células para o SNC. Porém, a reativacdo de células infiltrantes através da
reapresentacdo de antigenos mielinicos via APCs residentes no SNC, como
microglias e astrocitos, é algo essencial para a ocorréncia do processo
neuropatolégico (LASSMANN, 2017).

Dessa forma, neste trabalho, buscou-se verificar a influéncia da delecdo genética
de PI3Ky na proliferagéo de microglias (células Iba-17) e astrécitos (células GFAP*) na
medula espinhal de animais WT e PI3Ky”apos a indugdo da EAE.

Foi observado que, no grupo WT-EAE, no 14° dpi, houve aumento na intensidade

de fluorescéncia do marcador Iba-1 em relagdo ao grupo KO-EAE, o que foi também
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verificado no 21° dpi, com o detalhe de que no grupo WT-EAE a intensidade de
fluorescéncia deste marcador foi maior no 21°dpi em relagao ao 14°dpi. Esses
resultados sugerem uma maior proliferacdo microglial no grupo WT- EAE ja no 14°
dpi, momento em que foram observados maiores escores inflamatério e de
desmielinizacdo no SNC neste grupo, assim, tais células da glia atuariam, a partir
deste ponto, no processo de reativacao linfocitica através de uma maior atividade
fagocitica e de reapresentagdo de antigenos mielinicos as células infiltrantes.
Goverman (2009) discute sobre a fase de reativagcdo de células T por células
residentes do SNC ou APCs associadas a estas como crucial para a iniciagdo e
eficacia da fase efetora da EAE. Doucette (1995) mostrou que a ativagao microglial €
uma importante participante da remocdo de detritos celulares necréticos em
processos de injurias no SNC, o que corrobora com os dados encontrados neste
estudo de uma maior prolifieragdo microglial ao longo da fase de agravamento dos
sinais clinicos da EAE.

Com relagcdo ao grupo KO-EAE, nos dois pontos estudados, houve menor
intensidade de fluorescéncia do marcador |ba-1, sugerindo menor proliferacao
microglial neste grupo, o que também corrobora com os resultados ja apresentados
de um menor processo inflamatério e desmielinizante no SNC destes animais.

Heppner e colaboradores (2005) mostraram que o tratamento com ganciclovir em
animais transgénicos CD11b-HSVTK, os quais expressam uma timidina quinase
proveniente de herpes simplex em microglias e macrofagos, gerou toxicidade em
células hematopoiéticas na medula 6ssea vermelha dos animais e aboliu a produg¢ao
de mediadores inflamatdrios por microglias, como nitrito, citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, in vitro. Nestes animais, o tratamento com ganciclovir resultou em menor
atividade microglial e menor evolugéo clinica da EAE, o que reafirma a ideia de que
tais células sdo importantes na indugao efetiva deste modelo.

Os astrocitos sdo considerados células satélites dos neurbnios. Essas células
apresentam ramificacdes que se estendem e normalmente preenchem o espaco entre
os corpos das células nervosas, participando do suporte e separacdo destas. Além
disso, os astrocitos podem exercer efeitos neuroprotetores através dos mecanismos
de regulacao negativa das respostas inflamatérias do SNC e diminuicdo do estresse
oxidativo. Os estudos mostram ainda que a hiperativacdo de astrocitos no modelo de

EAE pode aumentar a expressdo de genes para a produgdo de citocinas proé-
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inflamatdrias como IFN-y e TNF-a, e ainda reducédo da expressao de IL-10 no cérebro
dos animais, promovendo a progressao da doenga (LIZHI ZHANG et al., 2018).

Barres (2008) também fez contribui¢cdes a respeito do envolvimento astrocitario
no processo patolégico da EAE. Em seu trabalho, destaca a proliferacado e ativagao
de astrocitos como personagens importantes para a ocorréncia do rompimento da
BHE. Brosnan & Raine (2013) acrescentam que a permeabilidade aumentada da BHE
ocorre devido a um aumento da expressido de moléculas de adesao estimulado por
astrocitos em regides perivasculares, o que favorece o influxo celular inflamatério para
o SNC.

Dessa forma, também foi objetivo do presente trabalho analisar a influéncia da
delecdo genética de PI3Ky na proliferagdo de astrocitos (células GFAP™) na medula
espinhal de animais WT e PI3Ky"apds a inducédo da EAE.

De forma semelhante ao observado na analise microglial, a intensidade e
fluorescéncia do marcador GFAP no grupo WT-EAE foi maior em relagdo ao grupo
KO-EAE, no 14°dpi, outro dado que corrobora com o achado de maior intensidade de
influxo celular para o SNC neste ponto da EAE, além disso, sugere-se que a maior
proliferagdo astrocitaria no 14° dpi no grupo WT-EAE estaria relacionada a maior
ativacdo de astrocitos e assim, permeabilidade vascular a partir desse periodo,
compativel mais uma vez com a neuroinflamagao e evolugao clinica da EAE. No 21°
dpi, ndo foi verificada diferenca significativa entre os grupos KO-EAE e WT-EAE. Lizhi
zhang e colaboradores (2018) mostraram que no 21°dpi apds a indugdo da EAE em
ratos, os altos niveis de expressdo de GFAP no cérebro foram relacionados a
hiperplasia e necrose astrocitaria e ainda, foram relacionados a uma maior produ¢ao
de citocinas pro-inflamatérias.

Curiosamente, no grupo KO-EAE, no 21°dpi, foi observada intensa marcagao
GFAP, de forma semelhante ao grupo WT-EAE, o que poderia sinalizar um processo
de participacdo tardio de tais células no desenvolvimento da EAE neste grupo, uma
vez que no 14° dpi houve menor intensidade de fluorescéncia de GFAP em relagédo ao
observado no 21°dpi.

Como ja foi mencionado, a hiperplasia, a hiperativacdo microglial e astrocitaria no
modelo de EAE contribuem para a aceleragado da expressao de genes relacionados a
producdo de mediadores inflamatérios que iniciam uma cascata inflamatoria,
promovendo a EAE (NISHIYAMA et al., 1999).
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Dessa forma, este estudo buscou analisar a influéncia da dele¢cdo genética de
PI3Ky na cinética de citocinas no SNC, tanto no cérebro como na medula espinhal,
como nos linfonodos inguinais de animais WT e PI3Ky”apds a inducédo da EAE.

Quando se correlaciona os niveis das citocinas no SNC com o curso clinico da
EAE, observa-se que a citocina pro-inflamatéria de perfil Th1, IFN-y, e a de perfil
Th17, IL-17, apresentaram-se elevadas no 14° dpi no grupo WT-EAE tanto no cérebro
como na medula espinhal. Este resultado esta de acordo com a literatura, uma vez
que tais citocinas sao importantes para o desenvolvimento da fase aguda da doencga,
estando elevadas em pontos que antecedem o inicio e o pico do escore clinico, 10°
dpi e 19° dpi, respectivamente (DIAS et al., 2015). No grupo KO-EAE, os niveis de
tais citocinas encontraram-se ainda baixos no SNC, o que estaria compativel com a
baixa pontuagao no escore clinico observado nos animais deste grupo neste ponto de
estudo.

As citocinas IL-6 e TGF-3 apresentaram um padrao caracteristico em relacéo
as citocinas IFN-y e IL-17 no SNC dos animais imunizados com MOGg3s5.55. Foi
observado que tanto no cérebro como na medula espinhal, as citocinas IL-6 e TGF-3
estavam em niveis maiores no grupo WT-EAE em relagdo ao grupo KO-EAE, assim
como no 21°dpi. Ja é conhecido que a polarizacdo de linfocitos Th17 a partir de
células T naive ocorre na presenca de IL-6 e de TGF-B no momento da apresentagao
antigénica. Em protocolos experimentais utilizando camundongos
geneticamente deficientes em IL-6 nado foi possivel induzir a EAE, indicando
a importdncia desta citocina no desenvolvimento da patologia e
consequentemente da geracdo de linfécitos Th17 (KROENKE, 2008; QUINTANA,
2009).

No presente trabalho, foi observado que o pico de citocinas IL-6 e TGF-3
antecedeu o pico da producdo da citocina IL-17 no SNC de camundongos EAE,
corroborando com os achados da literatura. O grupo KO-EAE também demonstrou
comportamento parecido ao grupo selvagem, apesar de apresentar menores niveis de
IL-6 e TGF-B, em relagdo aos WT-EAE, o que pode ser explicado pelo atraso na
montagem da resposta imune contra antigenos mielinicos, o que estaria de acordo
com o observado na pontuacao do escore clinico deste grupo neste ponto do estudo.

No 21° dpi, podemos observar que as citocinas IFN-y e IL-17 permanecem mais
elevadas no grupo WT-EAE no cérebro e medula espinhal, em relagdo ao grupo KO-

EAE, o que estaria compativel com a piora do escore clinico deste grupo neste ponto
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do estudo. Porém nota-se que no grupo WT-EAE, apresenta uma tendéncia a
reducdo dos niveis destas citocinas a partir deste ponto, o que corrobora com estudos
anteriores que indicam um processo de regulagado imunoldgica iniciada neste periodo
(DIAS et al., 2015).

A analise das citocinas proé-inflamatérias foi também realizada nos linfonodos
inguinais dos animais WT e PI3K"'apés a indugao da EAE.

Os animais do grupo WT-EAE apresentaram niveis elevados de IL-6, TGF-B,
IFN-y e IL-17 no 14°dpi com aumento destes no 21°dpi, em relagdo ao grupo KO-
EAE, que no 14°dpi, de forma esperada, apresentou baixos niveis destas citocinas
com pequeno aumento no 21° dpi. Tais resultados apresentam-se compativeis com o
achado no presente estudo de uma menor produgdo de quimiocinas no grupo KO-
EAE em ambos os pontos em relagdo ao grupo WT-EAE, o que poderia explicar um
menor quadro de recrutamento celular para os linfonodos inguinais e consequente,
menores ativagao linfocitica e secregao de citocinas pré-inflamatérias nos animais em
que a proteina PI3Ky foi geneticamente deletada. Nos animais WT-EAE, os niveis de
citocinas pro-inflamatérias nos linfonodos inguinais no 21°dpi também poderiam
sinalizar um futuro agravamento de sinais clinicos da EAE, assim como foi discutido
na analise de quimiocinas neste ponto e também no trabalho de Dias e colaboradores
(2015).

A analise da citocina anti-inflamatoria IL-10 foi também realizada no SNC, no
cérebro e medula espinhal e ainda, em linfonodos inguinais dos animais WT e PI3K”
apo6s a indugao da EAE.

Como foi verificado, a citocina IL-10 esteve elevada nos animais WT-EAE no
14°dpi, com aumento em sua produc¢ao no 21°dpi. A citocina IL-10 tem sido implicada
na regulagdo de doengas autoimunes. Camundongos com deficiéncia em IL-10
desenvolvem EAE de forma grave sendo incapazes de se recuperar da doenga. As
células T de camundongos deficientes em IL-10 exibem uma alta proliferacéo
antigeno-especifica e produzem niveis elevados de IFN-y quando estimuladas com
um peptideo encefalitogénico e induzem uma EAE muito grave apos transferéncia
para camundongos selvagens (KLOSE et al., 2013). Além disso, camundongos
transgénicos em que ocorre a superexpressao para a IL-10 s&o resistentes a indugao
da EAE e a expressao do mRNA para a IL-10 € aumentada no SNC durante a fase de
recuperacao da EAE (SAMOILOVA, 1998). No grupo KO-EAE esta citocina esteve em
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baixos niveis no 14°dpi, apresentando elevagdo no 21°dpi, porém nos dois pontos
analisados, esteve abaixo nos niveis encontrados no grupo WT-EAE.

Portanto, esses resultados corroboram com o achado no presente trabalho,
sugerindo que o pico de IL-10 observado no grupo WT-EAE no 21° dpi teria como
objetivo a regulacado do processo inflamatério no periodo do pico do escore clinico da
doencga. Alguns autores também tém discutido a agcédo conjunta entre IL-10 e TGF-
na regulagéo do processo inflamatério desencadeado na EAE (FARIAS et al., 2013).
No grupo KO-EAE, a menor produgao de IL-10 no SNC poderia ser consequéncia de
um menor quadro inflamatério observado neste grupo desde a sua iniciagdo, nos
linfonodos inguinais, seguida de uma menor infiltragao celular, ativagao de células da
glia e liberagdo de citocinas pré-inflamatérias. Logo, sugere-se uma menor
necessidade de regulagao do processo neuroinflamatério neste grupo.

A citocina anti-inflamatdria IL-10 apresentou-se elevada no grupo WT-EAE no
14° dpi nos linfonodos inguinais com aumento da mesma no 21°dpi, em relagdo ao
grupo KO-EAE. Este resultado pode sinalizar uma tentativa de regulagao imunolégica
nos linfonodos inguinais no 21°dpi, uma vez que foi verificada elevacdo na producao
de citocinas pré-inflamatérias |IL-6,TGF-B, IFN-y e IL-17 nestes locais. Curiosamente,
nos animais WT-EAE pode-se observar um quadro inverso ao verificado no SNC com
relacdo a cinética de citocinas, uma vez que, no 14°dpi, ocorrem maiores niveis de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias no SNC, enquanto nos linfonodos inguinais,
a producao das mesmas encontra-se elevada, mas nao de forma superior ao SNC.
Quando se analisa o 21°dpi, tal fato se inverte, uma vez que os maiores niveis de
quimiocinas e citocinas proé-inflamatérias encontram-se nos linfonodos e menos
elevadas no SNC. A citocina IL-10 apresentou comportamento que acompanhou as
elevagbes das citocinas pré- inflamatorias nos respectivos pontos analisados. O
comportamento que foi descrito ao se comparar a producédo de citocinas pré e anti-
inflamatoérias nos linfonodos inguinais e SNC ja havia sido descrito em trabalhos
anteriores de nosso grupo (DIAS et al., 2015; EVANGELISTA et al., 2016).

Hoffstetter e Forsthuber (2010) em seu trabalho envolvendo a indugéo da EAE em
camundongos SJL/J imunizados com PLP439.151 (1mg/mL) e toxina pertussis (200ng)
mostrou a presencga de células T especificas para PLP produtoras de IFN- y e IL-17
nos linfonodos drenantes no 4° dpi, ndo sendo verificadas no SNC, neste ponto. Logo,
podemos observar que essa cinética inversa da produgdo de citocinas pro-

inflamatoérias no SNC e linfonodos drenantes seria em decorréncia da presenga de
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uma intensa resposta imunoldgica precoce, possivelmente acontecendo nos dias
iniciais nos orgaos linfoides periféricos. Tal fato poderia influenciar no influxo de
células e a resposta imunolégica no SNC posteriormente.

Nos animais KO-EAE, esta cinética caracteristica de citocinas no SNC e
linfonodos também ¢é possivel de ser observada, porém, em uma escala de niveis
bem menor, uma vez que a delegao de PI3Ky provoca uma deficiéncia na montagem
de uma reposta inflamatéria MOG-especifica.

Até entdo, observa-se que a via de sinalizagdo PI3K/Akt apresenta papel
importante no desenvolvimento da EAE, uma vez que camundongos C57BL/6
deficientes de PI3Ky apresentaram maior protegdo aos sinais clinicos da EAE,
reducdo dos escores histopatolégicos inflamatérios e desmielinizantes no SNC,
reducado de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e ainda aumento de citocinas anti-
inflamatarias.

Estudos apontam que os mecanismos pelo qual a PI3K atua na reducao e/ou
controle de processos inflamatoérios provavelmente combina interrupgdes na ativacgao,
migracao e sobrevivéncia celular (CAMPOS et al., 2005; BARBER et al., 2005).

Dessa forma, no presente trabalho, também se procurou verificar através da
técnica de TUNEL, a qual analisa a fragmentacédo de DNA em células apoptéticas, a
influéncia da via PI3K/Akt na sobrevivéncia de células da medula espinhal nos
animais WT e PI3K™, nos 14° e 21° dpi, apods a imunizagdo com o peptideo MOG3s.55.

Foi observado um maior numero de células apoptoticas no grupo WT-EAE no
21°dpi em relagdo ao encontrado neste grupo no 14°dpi e ainda em relagédo aos dois
pontos analisados nos animais KO-EAE. Analisando os resultados encontrados no
grupo KO-EAE nos 14° e 21° dpi, ndo se observou diferenga significativa entre os dois
pontos.

Logo, o aumento numérico de células em processo de morte celular no SNC, em
animais WT-EAE, sugere um maior processo neurodegenerativo neste grupo
ocasionado pelo influxo de células inflamatérias orquestrado por um aumento na
producdo de quimiocinas e, consequentemente, de mediadores inflamatérios nos
pontos analisados, os quais podem contribuir para um maior processo de degradacao
mielinica, degeneracdo e morte neuronal, caracteristicos da EM e EAE. O maior
numero de células apoptaoticas no SNC, no 21°dpi do grupo WT-EAE, esta compativel

com o escore clinico elevado observado nos animais neste periodo.
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A morte programada celular por apoptose atua tanto em condigdes normais
permitindo a renovagdo tecidual como em situagdes patologicas como em quadros
inflamatdrios. Durante o desenvolvimento normal do SNC, especialmente do cérebro,
ocorre a eliminagdo de determinado numero de células, a fim de manter a regulagao
da proliferacdo destas (BIBEL e BARDE, 2000; SINGH, 2007). Por outro lado, a
apoptose estando desregulada ja foi relacionada a iniciagdo da progressao de
processos infecciosos, doengas autoimunes e degenerativas, e também, cancer
(SINGH, 2007).

Estudos demonstram que a apoptose € um importante mecanismo patoldgico
na evolugao da EM e EAE (DASGUPTA et al., 2012, DASGUPTA et al., 2013). Por
esta razao, estudos que visam descobrir e/ou aplicar terapias que podem ser usadas
no controle da morte celular no SNC sao necessarios, pois poderiam contribuir para o
gerenciamento destas doengas.

Duarte-Silva e colaboradores (2018) mostraram que o tratamento com o
composto Sildenafil reduziu o nimero de células TUNEL" (células em apoptose) na
medula espinhal de camundongos EAE.

No presente trabalho, foi observado que a dele¢cdao de PI3Ky foi capaz de
reduzir o numero de células apoptdoticas na medula espinhal de animais EAE, o que
pode ter refletido em um menor agravamento de sinais clinicos da EAE neste grupo.
Este fato corrobora com os achados de que a via de sinalizacdo PI3K/Akt é
importante no processo de sobrevivéncia celular em condi¢des inflamatdrias.

A via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR atua em um importante papel no
metabolismo, crescimento, sobrevivéncia, migragdo e proliferacdo celular e sua
desregulacdo tem sido implicada em algumas patologias. Zhao e colaboradores
(2002) mostram em seu estudo que a redugao da ativacédo da sinalizagcdo Akt/mTOR,
apos o tratamento com Dihidroartemisinina, foi uma potencial estratégia terapéutica
para EAE em camundongos, levando a uma menor atuagao de células T efetoras
neste modelo.

No presente estudo, objetivou-se reduzir a fosforilagdo de Akt, o que
possivelmente, influenciaria na ativagao da via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR através
dos tratamento com o composto FTY720 (Fingolimod), o primeiro medicamento oral
aprovado pelo FDA para o tratamento da EM e ainda um analogo lipofilico que
apresentou interessantes resultados na reducdo de mediadores inflamatorios em

modelos inflamatoérios in vitro e in vivo.
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O FTY720 é um antagonista dos receptores esfingosina-1-fosfato (S1P) e tem sido
demonstrado que um destes receptores, o receptor de S1P1, possui a capacidade de
induzir a ativacdo da via de sinalizacao Akt/mTOR, bloqueando as fungbes das
células Tregulatérias e promovendo respostas de células Th1, enquanto a deficiéncia
deste receptor pode levar a um quadro oposto (LIU et al., 2017).

Hou e colaboradores (2015) mostraram que o tratamento com FTY720 foi capaz de
modular o receptor S1P1 levando ao bloqueio da via de sinalizacdo Akt/mTOR em
esplendcitos extraidos de camundongos EAE. Neste estudo, o tratamento com
FTY720 foi capaz de inibir o agravamento dos sinais clinicos da EAE.

Dessa forma, apds ser verificado que a delegdo genética da proteina PI3Ky
provocar atraso e redugcdo do agravamento clinico da EAE induzida por MOG em
camundongos C57BL/6 através da redugao do processo neuroinflamatorio, objetivou-
se no presente estudo verificar se a inibicao da fosforilacdo de Akt, ja bem identificada
a partir do tratamento com composto FTY720, poderia ocorrer no SNC levando a um
atraso e/ou redugao dos sinais clinicos da EAE de forma similar ao observado em
animais em que a delegdo de PI3K foi realizada de forma genética. Além disso,
buscou-se verificar também se o analogo do FTY720, de carater mais lipofilico
poderia apresentar efeitos semelhantes e/ou melhores nesta inibicao farmacoldgica
na reducao dreduzio processo neuroinflamatério.

Para tanto, camundongos C57BL/6 selvagens foram induzidos para EAE e
submetidos ao tratamento com FTY720 ou seu analogo do 10° dpi ao 20°dpi. A
escolha do 10°dpi como ponto inicial dos tratamentos decorreu-se pelo fato de que
este ponto geralmente ocorre o inicio dos sinais clinicos obervados na EAE como
perda de tébnus da cauda e fraqueza e/ou paralisia de membros, tal como foi
observado neste trabalho. Dessa forma, sugere-se que a atuagdo precoce dos
tratamentos na via de sinalizagdo Akt/mTOR poderia evitar a progresséao da EAE.

De forma esperada, os animais EAE apresentaram o inicio dos sinais clinicos
surgindo por volta do 10° dpi, alcangando um pico do escore clinico por volta do
17°dpi e uma tendéncia a reducao a partir do 20°dpi. Os animais EAE tratados com
FTY720 ou seu analogo apresentaram, em ambos os grupos, inibicdo do
desenvolvimento dos sinais clinicos da EAE, uma vez que a maioria dos animais,
cerca de 70%, nao apresentou nenhum sinal clinico da doencga, até o 21°dpi.

Além disso, ambos os tratamentos foram capazes de reduzir significativamente, e

de forma semelhante, o processo de infiltracdo leucocitica inflamatéria e a
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desmielinizacdo no SNC, em relacdo ao grupo EAE, a niveis similares aos
observados no grupo controle, o que foi acompanhado pela redugéo significativa na
producao de CCL5 e CCL20 tanto no cérebro como na medula espinhal, também de
forma similar nos dois compostos, com destaque para a quimiocina CCL5, que esteve
em menores niveis no grupo EAE tratado com analogo em relagao ao grupo EAE e ao
grupo EAE tratado com FTY720 no cérebro dos animais. Nos linfonodos inguinais, a
producdo de ambas quimiocinas foi reduzida em relagdo ao grupo EAE a niveis
similares aos observados no grupo controle, tanto apdés o tratamento com FTY720
como o analogo.

A producgao de citocinas pro-inflamatorias IFN-y e IL-17 e da anti-inflamatdria IL-
10 foi também avaliada nos animais EAE ap6s o tratamento com FTY720 seu analogo
mais lipofilico. Pode-se observar que ambos os tratamentos foram capazes de reduzir
de forma significativa a producéo das citocinas pré-inflamatérias a niveis similares aos
do grupo controle, tanto no cérebro e na medula espinhal como nos linfonodos
inguinais. O grupo EAE tratado com o analogo obteve menor produgéo de IFN-y em
relagéo ao grupo EAE-FTY720 tanto no cérebro como na medula espinhal.

Com relacdo a producédo de IL-10, ambos os tratamentos foram capazes de
aumentar os niveis de IL-10 no cérebro, medula e controles, em relagdo aos grupos
controle e EAE, sendo que no grupo EAE tratado com o analogo a produgéo de IL-10
foi menor em relagdo ao grupo EAE tratado com FTY720, apenas no cérebro. Nos
linfonodos inguinais, a atuagao dos dois compostos na producgao de IL-10 foi de forma
similar entre eles, gerando o mesmo aumento desta citocina em relacdo ao grupo
EAE e controle.

Desta forma, pode-se observar que os tratamentos com o FTY720 ou seu
analogo lipofilico atuaram reduzindo significativamente a produgao de citocinas proé-
inflamatdrias, elevando a produgéo de IL-10, tanto na periferia como no SNC. O grupo
EAE tratado com o analogo apresentou melhores resultados referentes a reducao de
CCL5 no cérebro e IFN-y tanto no cérebro como na medula. Os menores niveis de
CCL5 neste grupo seguidos de uma menor producéo de IFN-y, sugere que o analogo
possa ter atuado de forma mais efetiva em células Th1 e Th17 reduzindo assim, a
necessidade de uma maior regulagéo imunoldgica em relagédo ao grupo EAE tratado
com o FTY720, o que pode ser explicado pela menor producédo de IL-10 no cérebro

dos animais tratados com o analogo.
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O analogo do FTY720 utilizado como um dos tratamentos no presente trabalho
trata-se de um aminoalcool lipofilico, pelo fato de apresentar uma cadeia carbénica
longa. A lipofilicidade gerada por essa condi¢c&o favorece a maior difusdo através das
membranas biolégicas aumentando a concentragdo intracelular do composto
(POLKOWSKI et al., 2004).

Estudos mostram que aminoalcoois lipofilicos foram capazes de reduzir a
producdo de mediadores inflamatérios como NO, citocinas pro- inflamatérias como
TNF-q, IL-18 em modelos in vitro e também na atuacao frente a quadros inflamatorios
in vivo (REIS et al., 2008; CORREIA et al., 2013).

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi mostrado que derivados lipofilicos da
genisteina, um fitoestrogeno presente na soja, também apresentaram diferentes
efeitos moduladores quando testado em linhagens de macréfagos J774. A1
estimualdos por LPS, onde ocorreu a inibicdo da producdo de IL-12 e NO,
provavelmente através da atuagao na via do NF-kB (CASTRO et al., 2012).

Para uma melhor compreensao dos mecanismos de atuacdo dos compostos
FTY720 e seu analogo lipofilico na redugcdo de todos os parametros
neuroimunoldgicos observados no presente estudo, buscou-se avaliar se 0s mesmos
seriam capazes de regular negativamente o eixo PI3K/Akt, uma vez que foi mostrado
também neste trabalho que tal via é essencial na evolugao clinica do modelo de EAE.

Para tanto, foi analisada a fosforilagdo da proteina Akt, 0 que sugere ativagao da
via Akt/mTOR (Hou et al., 2015).

Hou e colaboradores (2015) mostraram reducao da fosforilagdo de Akt em células
esplénicas de animais EAE apds o tratamento com FTY720, porém, nenhum estudo
foi encontrado referente ao processo de reducdo e/ou inibicdo da ativagcdo da via
Akt/mTOR no SNC de animais EAE apds este tratamento.

Dessa forma, a analise da fosforilagdo de Akt foi realizada na medula espinhal de
animais EAE tratados com FTY720 ou o anélogo lipofilico, do 10° ao 20° dpi.

Foi observado que a fosforilagdo de Akt esteve elevada no grupo EAE no 21° dpi,
em relagao ao grupo controle. Com relagao aos tratamentos com FTY720 e o analogo
durante 10 dias apds o surgimento dos sinais clinicos da EAE, verificou-se que ambos
foram capazes de reduzir a fosforilagdo de Akt de forma significativa a niveis similares
aos do grupo controle. Porém n&o houve diferenga nos niveis de pAkt entre os dois

grupos tratados.
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Embora a Akt esteja sendo extensivamente estudada no desencadeamento de
processos inflamatdrios, o seu papel ainda permanece nao totalmente compreendido
no desencadeamento de doengas autoimunes.

Ouyang e colaboradores (2019) mostram em seu estudo que a Akt esteve
relacionada a inibicdo da proliferacdo de células Tregulatérias, as quais atuam de
forma a controlar a agdo de células T efetoras durante a indugdo da EAE. Logo, a
inibicdo de Akt poderia ser uma possivel terapia para a EAE e a EM.

A via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR, entre outras fungdes, atua na regulagéo
da ativagao de células T, proliferagdo, metabolismo glicidico, expressao de citocinas e
sobrevivéncia celular em resposta a co-estimulagao de CD28 e citocinas (KANE et al.,
2003).

No presente estudo, a fosforilagdo de Akt esteve reduzida, na medula
espinhal, nos grupos EAE que foram tratados com o composto FTY720 e seu analogo
lipofilico. Este resultado sugere uma menor ativagao da via PI3K/Akt/mTOR no SNC
apds os tratamentos, o que poderia ter contribuido para o menor recrutamento,
proliferagao e sobrevivéncia de células imunes inflamatdrias infiltrantes no SNC, o que
foi demonstrado neste estudo, levando consequentemente a um menor processo de
neuroinflamatério, de degradagcédo mielinica e inibicdo do agravamento da evolugao
clinica da EAE.

Apesar de ja ser amplamente usado como primeira terapia convencional oral
para o tratamento da EM através da redugao do egresso de células imunes para os
sitios inflamatorios via atuagdo em receptores SP1, o FTY720 ainda atua em
diferentes mecanismos celulares, como por exemplo, na via de sinalizacdo
PI3BK/Akt/mTOR. Porém, novos estudos ainda se fazem necessarios para a
identificacdo e compreensao destes mecanismos, assim como estratégias que
possam utilizar este composto ou seu analogo mais lipofilico no gerenciamento da
EAE e EM, minimizando ainda mais os efeitos adversos, como a imunossupressao

periférica, que pode ser gerada a partir destes tratamentos.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observa-se que a enzima PI3Ky e a via de
sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR apresentam um importante papel no recrutamento,
sobrevivéncia e proliferagdo de células imunes autorreativas e a atuagao destas no
SNC, culminando com o processo inflamatério e desmielinizante observados na EAE.
Além disso, os compostos FTY720 e seu analogo lipofilico foram capazes de reduzir a
fosforilacao de Akt levando a redugao da neuroinflamagao provocada por esta doenga
no SNC.
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