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RESUMO

A Esclerose Mualtipla (EM) €é uma doenca inflamatéria autoimune
desmielinizante que afeta o sistema nervoso central (SNC). A Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE) € um modelo animal para o estudo da EM. A
Mitoxantrona (MIT) € um agente usado para o tratamento da EM, entretanto, a
cardiotoxicidade € um dos efeitos adversos do tratamento acumulativo. O
presente estudo investigou o efeito do novo derivado antraquinénico,1-Metoxi-
4-((2-hidroxitetradecil)amino)-antraceno-9,10-diona, denominado MTA, em
modelo de EAE. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com o peptidio da
Glicoproteina Mielinica de Oligodendrécitos (MOGgsss5) em adjuvante
completo de Freund, suplementado com Mycobacterium tuberculosis H37RA
e tratados com 1mg/Kg de MIT ou MTA do dia 14 ao dia 20 pds-imunizacao.
Os efeitos tdxicos provenientes dos tratamentos com a MIT e o MTA, apos 7
dias de tratamento em camundongos C57BL/6 imunizados, foram analisados
a partir de curvas de sobrevivéncia, massa corporal e dosagem sérica da
proteina CK-MB. No 21° dia apds a imunizagdo, as medulas espinhais foram
removidas e submetidas a analises como dosagem de citocinas pro-
inflamatorias IFN-y, IL-17, IL-6, regulatorias, IL-10 e TGF-B e quimiocinas
CCL5 e CCL20 através de ELISA. Foi feita a fenotipagem celular através da
expressdo dos marcadores CD4, CD8, CD19, CD11b, CD11c e F4/80 por
citometria de fluxo e avaliagdo da presenca de infiltrados inflamatorios e
desmielinizacdo em amostras de tecido. O tratamento com MTA reduziu o
escore clinico da doenca em camundongos C57BL/6 imunizados com o
MOGs3s.55, 0 que foi associado com a reducdo da desmielinizacao e de células
pré-inflamatérias, secrecao das citocinas IL-17, IFN-y, IL-6 e aumento de IL-
10 e TGF-B na medula espinhal, de forma similar a MIT. Porém, o tratamento
com MIT reduziu a capacidade de sobrevivéncia, massa corporal dos animais
e ainda elevou a secrecao da proteina CK-MB no soro, sugerindo estresse
muscular cardiaco durante o periodo de tratamento, o que nao foi observado
no grupo MTA. Os resultados sugerem um importante papel do MTA na
modulacdo da resposta imune envolvida na EM. A atenuacgao da inflamacéo e

consequentemente a reducdo do escore clinico envolvendo a reducao de



citocinas pro- inflamatoérias, indicam esse composto como um tratamento

alternativo para doencas autoimunes no sistema nervoso central.

Palavras-chave: EAE- mitoxantrona- cardiotoxicidade



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating inflammatory disease
that affects the central nervous system (CNS). The experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) is an animal model for the study of MS. Mitoxantrone
(MIT) is an agent used for treatment of MS, however, the cardiotoxicity is a
cumulative adverse effects of treatment. This study investigated the effect of
the new derivative anthraquinone, 1-methoxy-4 - ((2-hydroxytetradecyl) amino)
anthracene-9,10-dione, called MTA in EAE model. C57BL/6 mice were
immunized with the peptide of myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOGa3s.s55)
in complete Freund's adjuvant supplemented with Mycobacterium tuberculosis
H37RA and treated with 1 mg/kg of MIT or MTA the day 14 to day 20 post-
immunization. The toxic effects arising from treatment with MTA and MIT after
7 days of treatment in C57BL/6 mice immunized were analyzed using survival
curves, body weight and serum protein CK-MB. At day 21 after immunization,
the spinal cords were removed and subjected to analysis such as
determination of pro-inflammatory cytokines IFN-y, IL-17, IL-6 and regulatory
cytokines 1L-10 and TGF-B and CCL5, CCL20 chemokines using ELISA,
cellular phenotype through expression of markers CD4, CD8, CD19, CD11b,
CD11c, F4/80 by flow cytometry and the presence of inflammatory infiltrates
and demyelination by histopathology. Treatment with MTA reduced the clinical
score of the disease in C57BL /6 mice immunized with MOGg3s.s5, which was
associated with the reduction of demyelination, presence of pro-inflammatory
cells, release of cytokines IL-17, IFN-y, IL-6 and increased of IL-10 and TGF-f
in the spinal cord, as well as the MIT. However, treatment with MIT reduced
survivability, the body weight and further increased the production of CK-MB in
serum protein, suggesting cardiac muscle stress during the treatment, which
was not observed in the MTA group. The results suggest an important role of
MTA in modulating the immune response involved in MS. The attenuation of
inflammation and thereby reduce the clinical score involving the reduction of
pro-inflammatory cytokines indicate this compound as an alternative treatment

for autoimmune diseases in the central nervous system.

Keywords: EAE- mitoxantrone- cardiotoxicity
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Esclerose Mdltipla

A Esclerose Mudltipla (EM) é uma doenca inflamatéria crénica
desmielinizante que afeta o Sistema Nervoso Central (SNC). E caracterizada
pela degeneracdo e disfuncdo neuronal, podendo resultar em quadros de
incapacidades fisica e cognitiva (revisado por SOSPEDRA e MARTIN, 2005;
PATRIKIOS et al., 2006).

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 20.

Em seus trabalhos, Kurtze (19752°, 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
gue mostram dados de prevaléncia da EM nas Américas Central e Sul,
estudos recentes 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).

Em 2008, a Organizacdo Mundial da Saude (ONU) estimou que 2,1
milhdes de pessoas no mundo apresentavam EM, sendo a média global de
prevaléncia da doenca de 30 para cada 100.000 habitantes. J& em 2013, a
Federacéo Internacional de Esclerose Multipla (FIEM) estimou que existam
2,3 milhdes de pessoas com EM no mundo, tendo a média de prevaléncia da
doenca aumentado para 33 a cada 100.000 habitantes (Figura 1). A EM é
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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 é mais
comum em individuos brancos do que em individuos ndo brancos e é duas
vezes mais comum no sexo feminino do que no sexo masculino. Entretanto, a
OMS (2008) ressalta a necessidade de levar em consideracao as limitagdes
regionais, como por exemplo, no continente Africano onde a restricdo ao
atendimento médico neuroldgico, e a dificuldade ao acesso para diagndéstico
devem ser consideradas variaveis de importante influéncia nos dados

epidemioldgicos.

Pessoas pog
100.000 com E

B -0
O
B 200160
O
] os

[[] Dados n3o fomecidos

Figura 1- DistribuicAo mundial da prevaléncia de EM [Federacédo Internacional de Esclerose
Multipla (FIMS, 2013)
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Com relagdo 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 doenca, assim como sua diferenciacao
em relacdo a outras patologias clinicamente semelhantes, como, por exemplo,
a Neuromielite optica também conhecida como Doenca 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, 2008).

Acredita-se que existam contribuicbes ambientais e genéticas para a
patogénese da EM. No primeiro caso, a diferenca geogréfica (latitude) é
considerada um dos fatores de susceptibilidade. De acordo com os dados da
FIEM (2013), paises mais distantes da linha equatorial do planeta apresentam
maiores taxas de prevaléncia da doenca, por exemplo, 0os paises norte-
europeus e americanos.

Alguns estudos tém mostrado que a susceptibilidade a EM pode estar
relacionada a outros gatilhos ambientais como, por exemplo, temperatura,
niveis de vitamina D, dieta alimentar e fumo (revisado por LINCOLN e COOK,
2009).

Atualmente, muitos trabalhos tém destacado a grande relevancia da
vitamina D para a EM. Thouvernot (2014) verificou em seu trabalho que
pacientes com EM que apresentaram deficiéncia em vitamina D estavam
associados as formas mais graves da doenca. Um dos principais fatores
relacionados a disponibilidade da vitamina D na populacdo € a exposi¢cao a
radiacdo Ultravioleta solar, a qual é essencial para a producdo dessa
vitamina. A menor exposi¢cdo a essa radiacdo esta relacionada a uma menor
producéo da vitamina D e consequentemente maior prevaléncia da EM.

Dessa forma, paises localizados em regides de baixa exposicdo a luz
solar, por exemplo, aqueles mais proximos aos polos do planeta, tendem a
apresentar maiores taxas de prevaléncia da doenga provavelmente por
possuirem populacdes com niveis de producéo de vitamina D mais baixos.

Recentemente foi proposto que as infecgOes virais, como aquelas
causadas pelo virus Epstein-Barr podem estar envolvidas no inicio da
patogénese da EM. Fujinami e Oldstone (1985) ja haviam verificado uma

semelhanca estrutural entre peptideos do virus da hepatite B (HBV, do inglés
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Hepatite B Virus) com a proteina basica da mielina (MBP, do inglés Mielin
Basic Protein) e concluiram que a infeccdo por VHB, associada a outros
fatores, poderia desencadear a EM, por ativacdo de linfécitos T que
respondem ao peptideo do VHB e também a MBP. Nesse caso, apds a
infeccdo, os virus ativam células apresentadoras de antigenos (APCs, do
inglés Antigen-presenting Cells), e por conterem sequéncias protéicas
similares as dos antigenos da mielina desencadeiam respostas imunolégicas
contra o virus, que resultam em reacdes contra os proprios tecidos, sendo
este evento conhecido como “mimetismo molecular” (GRIGORIADIS, 2006,
BRETTSCHNEIDER et al., 2009). Outros patdgenos, como micobactérias,
também sdo associados com a patogénese da EM, uma vez que os lipidios
presentes nos bacilos sdo considerados Padrées Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Pattern), os
quais sdo reconhecidos por TLR2 (do inglés, Toll-like Receptor-2) e TLR4
que induzem uma resposta inflamatéria envolvendo as citocinas TNF-a (do
inglés, Tumor necrosis fator alpha) e IL-6, IL-1B e IL-12. A func¢éo principal
dessas moléculas € mediar a resposta imune ndo apenas contra patégenos,
mas também contra tumores, porém as mesmas também sao relacionadas a
autoimunidade e doencas inflamatorias cronicas. A habilidade de agonistas de
TLRs em ativar a resposta imune pode estar entdo, relacionada a
autoimunidade induzida por infec¢des (revisado por GOLDENBERG et al.,
2015).

Com relacéo ao fator genético, os estudos mostram que a prevaléncia de
EM é maior em individuos que possuem relacdo genética com outros
pacientes de EM, sugerindo, portanto, predisposicdo genética. Alguns genes
de susceptibilidade ja foram relacionados com a doenca (revisado por
SOSPEDRA E MARTIN, 2005).

O principal fator genético ja identificado e relacionado a doencga é o
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe Il (MHC II, do inglés
Major histocompatibility Complex IlI), que em humanos é conhecido como
Antigeno Leucocitario Humano (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigen) e
inclui os genes HLA-DR e HLA-DQ, em particular o haplétipo HLA-DR15 em
caucasianos. O HLA-DR15 tem sido associado aos membros das familias do
Fator Transformador do Crescimento beta (TGF-B, do inglés Transforming
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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.
Entretanto, ainda existem poucas informacdes com relacdo ao risco genético
conferido pelos alelos HLA de classe | (WEINER et. al., 2009).

A EM é uma doenga autoimune inflamatdria de carater crénico. Muitos
trabalhos tém sido realizados com o objetivo de se compreender o0s
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da patogénese da doenca. O
processo de desmielinizacdo observado no SNC caracteristico da doenca é
consequente da ativacao de células T CD4+ periféricas com reatividade a
mielina. Essas células atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) em
direcdo ao SNC, auxiliadas por um aumento na permeabilidade vascular no
SNC estimulado pelo aumento da producgéo de citocinas pro- inflamatérias no
SNC, expressdo de moléculas de adesdo 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 Oligodendrécitos (MOG, do inglés Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein) do SNC s&o apresentados por astricitos,
macrofagos e outras células gliais a estas células T CD4+ no SNC, reativando
estas células e levando a producao e liberacdo de mediadores inflamatorios
tais como, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen
Species), oxido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide) e prostaglandina E2
(PGE2), culminando com lesdo ou destruicdo da bainha de mielina
(RANSOHOFF, et al. 2003). A figura 2 resume todo este processo
(Goverman, 2009).
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Figura 2- Ativagdo de células T CD4+ mielino-especificas na periferia e SNC (adaptada de
Goverman, 2009).

Os sintomas mais comuns que tém sido descritos para a EM sé&o
fraqueza muscular, parestesias, deficiéncias visuais e/ou auditivas, alteracdes
na coordenacdo motora e no controle dos movimentos finos, alteracdes
urinarias e/ou sexuais, vertigens e/ou desequilibrios, dores faciais, no tronco
e/ou nas extremidades, disartria e/ou disfagia, entre outros (HAFLER et. al.,
2004). Sabe-se que 15 anos apdés o inicio da doenca, cerca de 50% dos
pacientes necessitam de auxilio para caminhar, e apos 25 anos, a maioria
estd incapacitada para andar. Estas caracteristicas parecem se relacionar
com o numero e a gravidade dos surtos nos primeiros anos da doenca, sendo
que o diagnostico e o tratamento precoce sdo ainda imprescindiveis
(BALSIMELLI et.al., 2007).

E possivel distinguir basicamente quatro formas clinicas da doenca: no
estagio inicial, a maioria dos pacientes, cerca de 85%, apresenta o tipo
Remitente-Recorrente (RR), com surtos de duracao variavel, seguidos de um
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periodo de remissdo e com recuperacao total ou parcial do individuo afetado.
A maioria dos pacientes do tipo RR, cerca de 80%, evolui para a forma
Secundaria-Progressiva (SP), que ap0s a remissao dos surtos, apresentam
leve progressdo da doenca. Aproximadamente 10% dos pacientes
apresentam a EM Primaria-Progressiva (PP) que ja se inicia de forma
progressiva, com platds ocasionais e com pequenas melhoras temporérias.
Na quarta forma, a Progressiva-Recorrente (PR) desde o inicio observa-se o
agravamento da incapacidade com surtos claramente identificaveis com ou
sem recuperacao do paciente (LUBLIN e REINGOLD, 1996; revisado por
SOSPEDRA e MARTIN, 2005; LUBLIN et. al., 2007; GOVERMAN, 2009).

Em 2007, Lublin apresentou estes padrfes clinicos da doenca em um
grafico, o qual foi obtido pela medida de escore clinico segundo a Escala
Expandida do Estado de Incapacidade, demonstrando as consequéncias na
progressdo da EM apoés os surtos e caracterizando as suas formas clinicas
(Figura 3). Ainda de acordo com este trabalho, o elevado nimero de recaidas
no primeiro ano foi associado a um prognadstico ruim da doenca.

As variadas formas clinicas observadas no curso da EM podem ser
explicadas pela desmielinizagdo, graus de inflamacdo, remielinizacdo e
neurodegeneracdo (revisado por PETERSON e FUJINAMI, 2007). Foi
demonstrado que a presenca de infiltrados inflamatdrios que estédo
associados a degradacdo da mielina, presente nos oligodendrdcitos e nos
axonios, interfere diretamente na conducgéo nervosa (BASSO et. al, 2008).

Lesbes desmielinizantes no SNC nado sdo exclusivas da EM, podendo
ser observadas em outros quadros patolégicos que afetam o SNC. Devido a
isso, foi criado um critério de diagnostico mais especifico para a doenca.
Atualmente, os Critérios de McDonald propostos em 2010 sdo mundialmente
utilizados no diagnéstico da EM (POHLMAN et. al., 2011). Tais critérios sédo
baseados fundamentalmente no quadro clinico e nas imagens da
Ressonancia Magnética, podendo-se obter o diagnostico de EM ja na primeira
manifestacéo da doenca, desde que haja lesbes desmielinizantes em estagios
diferentes de evolugéo. Recentemente, a busca de auto-anticorpos contra a
mielina também tem sido uma forma de diagnéstico para a EM. Lima e

colaboradores (2008) identificaram a presenca de anticorpos anti-mielina
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através da técnica de imunofluorescéncia indireta em amostras de medula

espinhal de pacientes com EM.

PADROES CLINICOS DA ESCLEROSE MULTIPLA
REMITENTE RECORRENTE
SECUNDARIA PROGRESSIVA
PRIMARIA PROGRESSIVA /
e
PROGRESSIVA RECORRENTE
TEMPO

Figura 3- Padrdes clinicos da Esclerose Mdltipla. A inclina¢@o do gréafico para direita indica
piora do escore clinico (Adaptada de Lublin, 2007).

1.2 Aspectos gerais da Encefalomielite Autoimune Experimental

Devido a inacessibilidade ao SNC do paciente, o estudo da EM em
humanos é restrito a utilizacdo de constituintes do sangue periférico, fluido
cerebroespinhal (FCE) e tecido post-mortem. Clinicamente, a ressonancia
magnética (RM) é a técnica ndo-invasiva de escolha que fornece informacdes
mais especificas sobre o processo da doenca em pacientes com EM. No
entanto, para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos em
doengas humanas modelos animais s80 necessarios por proporcionarem
possibilidades de novos estudos, como por exemplo, a manipulacdo 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, histopatologicas e terapéuticas em
modelos animais da EM auxilia no conhecimento imunogenético da doenca
(KRISHNAMOORTHY, et al 2009).



23

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 foram induzidos recebendo injecdes de
extrato de cérebros de coelhos e desenvolveram sinais clinicos relacionados
ao SNC, apresentando reacdes inflamatérias acompanhadas de
desmielinizacdo perivascular no mesencéfalo, medula e cerebelo.

Atualmente, existem varios modelos de EAE, apresentando variacfes
nas linhagens de animais, os quais sdo principalmente roedores e os tipos de
antigenos utilizados para a inducdo. Estes modelos mimetizam as formas
clinicas desenvolvidas também na EM (Tabela 1).

Cada modelo de inducdo da EAE pode diferir na sensibilidade, curso
clinico e patologia, que sao determinados pela linhagem utilizada, espécie,
idade, sexo, antigeno, dose e via de administracdo (KRISHNAMOORTH, et al.
2009). Clinicamente, a EAE classica induzida ativamente por imunizacdo ou
por transferéncia adotiva de células mielino-reativas é caracterizada por um
qguadro de paralisia ascendente que se inicia com a perda do tonus da cauda
e, em seguida da cauda em direcdo a cabeca do animal, o que gera fraqueza
e paralisia dos membros, a qual esta associada a um processo inflamatério na
medula espinhal. Adicionalmente, os fendétipos de EAE nédo classicos ou
atipicos tém sido descritos em alguns modelos animais caracterizados por

ataxia e incapacidade de andar em linha reta (WENSKY et. al., 2005).

Tabela 1. Fenétipos clinicos dos modelos animais de EAE (adaptado de Weiner et.al., 2009).

LINHAGEM INDUQAO TIPO DE DOENCA
C57BL/6 MOG Remitente-recorrente
SJLA PLP Remitente-recorrente
NOD MOG Cronica Progressiva
MOG TCR Tg X MOG BCR Tg MOG Doenca de Devic (Krishnamoorthy et al., 2006)
MOG TCR Tg (SJL/J) MOG Remitente-recorrente (Pollinger et al., 2009)
C57BL/6 Mondécitos Progressiva
SJL/A Virus de Theiler Recorrente/Progressiva
Ratos Lewis MBP Recorrente Aguda ADEM
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O método mais comum utilizado para induzir a EAE é a imunizados
ativa. Os animais sdo imunizados subcutaneamente com proteinas mielinicas
encefalitogénicas ou peptidios na presenca do adjuvante completo de Freund
(CFA, do inglés Complete Freund's Adjuvant), composto de 6leo mineral e
Mycobacterium tuberculosis cepa H37RA morta por calor para impulsionar a
resposta imune inata e facilitar a liberacdo gradual e constante do antigeno
nos ganglios linfaticos. Além disso, a toxina pertussis é aplicada pela via
intraperitonial para promover o acesso das células T especificas a mielina ao
SNC (revisado por RACKE et. al., 2005).

Alguns trabalhos procuram investigar os fendmenos de iniciacdo e de
transmigracdo celular durante a EAE. Os mais importantes até agora
estudados séo dependentes de moléculas de adesdo como as selectinas (E-,
P-, L- selectinas) e as interacdes 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 durante a imunizacdo auxilia na
promocado da infiltracdo celular para o SNC através de um mecanismo que
envolve a ativacdo de células endoteliais que compdem a BHE através do
TLR4 (do inglésToll-like Receptor-4), o que induz alta expressdo de P-
selectinas, facilitando a transmigracéo de células para o SNC (revisado por
RACKE et. al., 2005).

Os antigenos da mielina mais comumente utilizados compreendem o
MOG, MBP, proteina proteolipidica (PLP, do inglés Proteolipidic Protein) e
glicoproteina associada a mielina (MAG, do inglés Myelin-Associated
Glycoprotein) (POLLINGER et al. 2009).

A EAE pode também ser induzida por transferéncia adotiva de
linfécitos T CD4+ autorreativos injetados por via intravenosa em animais
susceptiveis. Esse modelo, diferentemente do modelo de imunizacdo ativa,
permite avaliar de forma independente do adjuvante que contém a
micobactéria a fungcao das ceélulas transferidas. Assim, a EAE desenvolve-se
mais rapidamente e de forma mais homogénea, 0 que permite o estudo da
fase efetora independentemente da fase de indugcéo (WEKERLE et. al., 1994).

Além dos modelos de indugdo descritos acima, alguns outros tipos de
modelos podem ser utilizados para o desenvolvimento da EAE, sendo que

esses apresentam como vantagens a inducdo do modelo de forma mais
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“natural” e, além disso, maior semelhangca com o desenvolvimento da doencga
humana. Os mais interessantes exemplos dessa forma de imunizacao incluem
0os modelos de animais transgénicos para o Receptor de Células T (TCR, do
inglés T Cell Receptor). Nesses animais, o TCR reconhece de forma
especifica auto-antigenos encontrados no cérebro, assim como o MOG,
utilizando a molécula de MHC de classe Il (BETTELLI et. al., 2003). Alguns
trabalhos foram desenvolvidos a partir do cruzamento de camundongos
C57BL/6 transgénicos para o TCR e receptor de células B (BCR, do inglés B
Cell Receptor). Esses camundongos apresentam uma forma de EAE
espontdnea similar a Neuromielite Optica relacionada a EM
(KRISHNAMOORTHY et. al., 2006; BETTELLI et. al., 2006).

Further e colaboradores (2009) descreveram um modelo de EAE
espontanea em camundongos SJL/J que apresenta TCR MOG-especifico e
que clinicamente desenvolve o fendtipo remitente-recorrente. Em adicdo a
isso, esse modelo desenvolve um recrutamento de células B enddgenas que
coopera com a populacdo de células T autorreativas para a promocao da
patogénese da EAE.

Dessa forma, os modelos experimentais mostram-se necessarios para

o estudo do desenvolvimento de patologias e possiveis terapias.

1.3 Aspectos Imunolégicos da EM e EAE

A EM e a EAE sao exemplos de doencas autoimunes resultantes da
quebra da tolerancia imunologica. 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
Imunolégica ou Autotolerancia, a qual € mantida em células 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
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exacerbadas contra antigenos proprios caracterizando a Autoimunidade
(ERCOLINI, et al. 2009).

Estudos iniciais em EM eram restritos a analises da composicao celular
das lesbes encontradas no cérebro e células infiltradas no fluido cérebro-
espinhal (FCE) analisadas a partir de modelos de EAE. A partir desses
estudos, foi verificada a maior participacdo de células T CD4+ na resposta
imune desenvolvida na EAE e EM (revisado por COMPSTON e COLES, 2002;
revisado por MCFARLAND e MARTIN, 2007). Porém, atualmente sabe-se que
a patogenia envolvida na doenca € bem mais complexa, e que Varios tipos
celulares contribuem para o processo patolégico, mesmo que de forma
indireta (Figura 4). A EM, por muitos anos, foi considerada uma doenca
mediada por células T auxiliares do tipo 1 (Thl) e por citocinas produzidas por
essas ceélulas, como por exemplo, o interferon-gama (IFN-y) (MARCONDES et
al., 2005; revisado por SOSPEDRA e MARTIN, 2005; WENSKY et. al., 2005).

Os linfocitos T helper 17 (Thl7), produtores de IL-17 tém sido
diretamente relacionados com o desenvolvimento da EAE (MURPHY et al.,
2010; KANG et al.,, 2010;). A polarizagdo de linfocitos Th1l7 ocorre na
presenca da Interleucina-6 (IL-6) e do TGF-f no momento da apresentagao
antigénica. Em  protocolos experimentais utilizando camundongos
geneticamente deficientes em IL-6 ndo foi possivel induzir a EAE, indicando
a Iimportancia desta citocina no desenvolvimento da patologia e
consequentemente dos linfocitos Th17 (KROENKE, 2008; QUINTANA, 2009).

A citocina IL-17 tem sido caracterizada como uma molécula pré-
inflamatoéria que estimula células epiteliais, endoteliais e fibroblastos a
produzirem outras citocinas e quimiocinas como, por exemplo, IL-6, proteinas
inflamatérias de macréfagos, fatores estimulatérios de granulécitos e
proteinas quimioatraentes de monécitos (PARK et al., 2005). A migracao
inicial de células Th17 para o SNC parece estar relacionada com o receptor
de quimiocina CCRG6, constitutivamente expresso por células Thl7, que
encontra seu ligante CCL20 em células epiteliais do plexo cordide e regula a
entrada destes linfocitos no SNC (REBOLDI, 2009).

Imler e Petro (2008), ao realizar a administragdo de resveratrol em

camundongos com EAE, identificaram uma populacdo de células Th1l7 que
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expressava IL-10, tais células foram denominadas pelos autores nesse
trabalho como células Th1l7 reguladoras como uma forma de diferenciacéo
das células Th17 até entdo conhecidas como patogénicas no modelo de EAE
e em outros modelos de doencas inflamatdrias por expressarem as citocinas
pro-inflamatérias I1L-17 e IL-22. Neste caso, a IL-10 produzida pelas células
Th1l7 foi responsavel por auxiliar a regulacdo do processo inflamatério da
EAE, diminuindo os sinais clinicos da doenca. (IMLER Jr; PETRO, 2008;
revisto por LOUTEN; BONIFACE; MALEFYT, 2009).

IL-12
TGF-p\JCF-P
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Figura 4- Estagios de diferenciacédo de células TCD4+ (adaptado de Oh et. al., 2009)

As células T CD8+ autorreativas também estédo envolvidas na patologia
da EM. Tal fato pode ser verificado a partir de estudos terapéuticos em
pacientes com EM, nos quais as células T CD4+ foram depletadas. O que se
esperava era uma melhora no quadro clinico dos pacientes pela falta das
funcdes efetoras dessas células, entretanto néo foi o verificado (CRAWFORD,
2004, revisado por STEINMAN, 2013) (Figura 5). Adicionalmente, Crawford
identificou em seus trabalhos uma alta frequéncia de populacdes CD8+
reconhecendo proteinas mielinicas em lesdes de pacientes com EM. Babbe
(2000) também reportou a expansao clonal de células T CD8+ em lesdes de

tecido cerebral de pacientes com EM.
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Figura 5- Ativacao de células TCD8+ mielino-reativas através da apresentagao antigéncia por
APCs via expressdo de MHC de classe | no cérebro apés indugcdo da EAE (adaptado de
Steinman, 2013).

Johnson e colaboradores (2014) estudando um modelo murino de
interrupcdo da BHE, que pode ser induzida através da infeccdo de um virus
relacionado a encefalomielite murina de Theiler, que é conhecida como uma
variacdo da EAE, observaram que a infeccao por esse virus resultou em um
grande aumento na permeabilidade vascular da BHE. O significativo aumento
na permeabilidade vascular levou os animais a morte, o que foi denominado
pelos autores no trabalho como Sindrome Fatal Induzida (SFI). A SFI foi
posteriormente relacionada a acdo de células TCD8+ especificas ao virus
utilizado. A liberacdo de perforinas por essas células ativadas culminaram
com a perda da organizacdo linear da BHE, através da destruicdo de
proteinas de juncéo celular como a claudina-5 e ocludina.

As células B também apresentam importancia no desenvolvimento da
patogénese da EM, visto que as mesmas, quando se tornam ativadas,
diferenciam-se em células B de memoria ou plasmocitos, os quais sao
especializados na producdo de anticorpos antigeno-especificos, 0s quais
podem apresentar-se autorreativos a mielina contribuindo assim para o
processo inflamatorio.

Ja foi demonstrado que a injecdo de auto-anticorpos MOG-
especificos foi capaz de amplificar a acdo de células T, aumentando a
gravidade e duracéo dos sinais clinicos, além de induzir a desmielinizacdo em
grande escala. Os anticorpos autorreativos podem causar aumento na agao

de linfocitos T e desmielinizacdo através da opsonizagdo da mielina por tais
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anticorpos levando ao aumento na taxa de fagocitose da mielina, seu
processamento e posterior apresentacdo e ativacdo de linfocitos T com
reatividade a mielina por células da imunidade inata como macréfagos, que
sdo APCs. A ativacdo do sistema complemento pela via classica, onde a
ligacdo de anticorpos a antigenos especificos inicia a ativacdo de proteinas
plasmaticas pode culminar na destruicdo de oligondendrdcitos produtores de
mielina. As células B ndo apresentam capacidade de migracdo através da
BHE intacta, porém esta, uma vez apresentando interrupcdes, pode permitir a
entrada dessas células, anticorpos e moléculas do complemento no SNC
(CHALLA, et. al. 2013).

Além da importancia de todas as células envolvidas na imunidade
adaptativa no desenvolvimento da EM, sabe-se da participacdo de
componentes da imunidade inata, tais como células dendriticas (DCs, do
inglés Dendritc cells), macrofagos, mastocitos, células natural killer (NK) e
fatores humorais como o sistema complemento. Estas células e fatores
apresentam variadas funcbes que vado desde o0 reconhecimento nao-
especifico de estruturas moleculares nao-proprias através dos TLRs, a
producdo de moléculas como Oxido nitrico, citocinas e quimiocinas,
culminando com a ativacdo de respostas imunes adaptativas antigeno-
especificas (CHANVILLARD, 2013 e MILLS, 2011).

Estudos recentes tém revelado a importante participacdo de
macréfagos e micrdglias na patogénese e progressao da EAE. Essas células
apesar de atuarem no processo de remielinizacdo no SNC, também
funcionam como potentes fagoécitos, sendo produtoras de citocinas pro-
inflamatérias que sdo essenciais para a fase indutora da doenca. Ja é
conhecido que durante a fase inicial da EAE, os macrofagos e microglias sao
classicamente ativados (M1), as quais exercem efeitos petogénicos da EAE
através da producéo das citocinas pro-inflamatoérias IFN-y, TNF-a. Durante a
fase de recuperacdo da doenca, essas células sdo menos ativadas ou
classicamente ativadas (M2) que expressam altos niveis de citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10, que atua na resolucéo da inflamagcdo no SNC e
reparo tecidual. As subpopula¢gbes de macrofagos coexistem e apresentam
propriedades plasticas no SNC e sistema imune periférico durante o
progresso da doenca. Assim, a polarizacado de macrofagos e micréglias para o
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perfil M2, através de intervencdes moleculares, poderia ser uma potencial
terapia para o tratamento da EAE/ EM (RAWJI, et. al. 2013; revisado por
JIANG, et. al. 2014).

Nos ultimos 5 anos, células linfoides inatas (ILCs, do inglés Innate
lymphoid cells), que pertencem a uma nova familia de linfécitos inatos, que
nao apresentam rearranjo de receptores de reconhecimento de antigenos, tal
como ocorre durante o processo de maturacdo dos linfécitos T e B, mas que
apresentam fendtipos e funcdes caracteristicas de células da imunidade
adaptativa, estdo sendo investigadas no desenvolvimento da patogénese da
EAE e EM (Figura 6). J& é conhecido que tais células dependem do fator de
transcricdo inibidor de ligacdo ao DNA (Id2), que causa a inibicdo da
expressdo do TCR levando ao desenvolvimento das ILCs em precursores
linfoides. O fator de transcricio ROR-yt também ja foi mostrado ser
necessario para o desenvolvimento de tais células (MAIR e BECHER, 2014).
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Figura 6- Estagios de diferenciacdo de células imunes inatas (ILCs) (adaptado de Mair, et. al.
2014).
As células NK sao hoje caracterizadas como células linfoides inatas

pertencentes ao grupo 1, pois, além de causarem apoptose de células
infectadas por bactérias intracelulares ou virus através da liberacdo de
perforinas e granzimas, podem produzir a citocina pro-inflamatoéria IFN-y. ILCs

do grupo 2, também conhecidos como nudcitos ou células auxiliares naturais
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foram descobertas como células inatas produtoras de IL-5 e IL-13. J4 as ILCs
do grupo 3 apresentam papel na formacédo de tecidos linfoides secundarios
em embrides em desenvolvimento e ainda podem ser produtoras da citocina
IL-17, que possui papel importante no desenvolvimento da EAE e EM (MAIR,
2014).

Mair e Becher (2014) detectaram a presenca de ILCs em tecidos do
SNC de camundongos C57BL/6 com EAE apresentando producéo de IL-17 e
expressdo de seu receptor. Nesse trabalho, os autores discutem a
importancia das ILCs em auxiliar o desenvolvimento do curso clinico da EAE.

Além das ILCs, outras populacbes de células séo classificadas como
linfécitos do sistema imune inato, como por exemplo, as células Tyd e as
células NKTi.

As células Tyd possuem um processo de amadurecimento no timo e
sdo originadas a partir de uma célula progenitora do figado fetal. Tais células
ja foram identificadas no fluido cérebro-espinhal e em lesées do SNC de
pacientes com EM. Porém, os estudos ainda encontram-se contraditérios
quanto ao papel dessas células na doenca. Blink e colaboradores (2014)
identificaram 2 subpopulag¢des de células Tyd no SNC com perfis distintos de
producédo de citocinas. A subpopulacdo Vy4" pode produzir citocinas pro-
inflamato6rias como a IL-17 e correspondem de 15 a 20% das células do SNC
produtoras de IL-17. Ja a subpopulacdo Vy1* por possuir ligantes para CCR5
€ importante para a promocao de células T regulatérias.

As células NKT invariantes (NKTi) sdo um conjunto de linfécitos T que
reconhecem antigenos glicolipidicos apresentados pela proteina CD1d
relacionada ao MHC de classe |. A ativacao dessas células resulta na rapida
producdo de citocinas e consequentemente ativacdo de outras células do
sistema imune. As células NKTi apresentam certa recombinacdo dos
receptores antigénicos, porém sua diversidade é limitada. O fator de
transcricdo comum a essas células é o Kruppel-Like (PLZF), porém sé&o
reconhecidos subpopulacdes de células NKTi que se diferem quanto ao perfil
de citocinas produzido pelas mesmas. As ceélulas NKTi like Thl podem
produzir a citocina pro-inflamatoria IFN-y, as células NKTi like Th2 podem
produzir citocinas como a IL-5, IL-10 e IL-13, enquanto que as NKTi like Th17
sao produtoras de IL-17 (PAREKH, et al. 2013)
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Oh e colaboradores (2009) identificaram células NKTi produtoras de IL-
4 e IL-10 que foram capazes de inibir a resposta imune de células Thl sem
inibir a resposta Thl7 em modelo de EAE induzido em camundongos
C57BL/6.

Com base nesses resultados, pode-se notar que o desenvolvimento da
patologia envolvida no modelo de EAE, assim como na EM é complexo, com
a participacdo de numerosas células ja descritas do sistema imune. Assim
sendo, o estudo de formas terapéuticas que visam um melhor conhecimento e
a aplicacdo na modulacdo da resposta imune inflamatéria envolvida na

patogénese da EM e EAE é cada vez mais necessario.

1.4 O Tratamento da EM

O tratamento da EM atualmente envolve os chamados agentes
modificadores da doenca, aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) e séao classificados em imunomoduladores ou imunossupressores,
administrados de acordo com a fase e a progressao da doenga (FOX, 2004).

Entre os agentes terapéuticos que estdo sendo testados ou ja
aprovados pelo FDA para o tratamento da EM podemos citar: o interferon
beta (IFN-B), o acetato de glatiramer, o natalizumab, o fingolimod, o
daclizumab e a mitoxantrona (SORENSEN et al, 1999; NEUHAUS;
ARCHELOS; HARTUNG, 2003; JONES; COLES, 2010).

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 progresséo de incapacidade
(RIO, et al. 2011). Atualmente, as terapéuticas de primeira linha, aprovadas
pela EMA (European Medical Agency) para o tratamento de EM do tipo RR,
incluem as trés apresentacbes farmacoldgicas de IFN-B (IFN-B-1b,
Betaferon/Extavia; IFN-B-la, Avonex; IFN-B-la, Rebif) e o acetato de
glatiramer (Copaxone).

O fingolimod (Gilenya) e o natalizumab (Tysabri) sdo terapéuticas de
segunda linha (revisado por EMA, 2011). Apesar da mitoxantrona

(Novantrone) estar associada a efeitos adversos graves como leucemia
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aguda, aumento do risco de infecgbes e insuficiéncia cardiaca congestiva, a
mesma é utilizada como tratamento de terceira linha, em doentes com EM RR
(HARTUNG, et al. 2002; 2011)

Segundo trabalho de Hartung em 2012, nenhuma forma terapéutica
demonstrou ser significativamente eficaz no tratamento das formas
progressivas de EM (RIO, et al. 2011).

Apesar de ser utilizado como primeira linha na terapéutica da EM, o
mecanismo de acao responsavel pelo efeito benéfico do IFN-B ndo foi até
0 presente momento completamente esclarecido (AXTELL et al., 2010). Yen,
Kong e Ganea (2010) abordam em seus estudos a capacidade do IFN-B em
influenciar a migracado de células dendritricas para o linfonodo e também
para o sitio inflamatério. Outros estudos também demonstraram a
capacidade do IFN-B em inibir a diferenciacdo de Th17 e alterar o balango
entre células Thl e Th2 (GUO; CHANG; CHENG, 2008; MARKAR et al., 2008;
MARTIN-SAAVEDRA et al., 2008). O tratamento com IFN-B pode levar a
reacdes no local de aplicacdo (65% - 78%), sintomas de gripe (45% -
57%), insonia (18% - 21%), dores abdominais, problemas de
coordenacao e impoténcia (4% - 20%). O custo mensal do tratamento varia de
R$ 3.200,00 a R$ 6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009).

Outra terapia de primeira linha para a EM é o acetato de glatiramer
(AG), o qual é composto pela sequéncia de aminoacidos tirosina, lisina,
alanina e tirosina. Estudo realizado por Neuhaus, Archelos e Hartung
(2003) demonstrou que o acetato de glatiramer atua polarizando a
diferenciacdo de células T CD4+ para o perfil Th2. Kim e colaboradores
(2004) demonstraram que mondcitos isolados de pacientes tratados com
acetato de glatiramer produzem uma maior quantidade de IL-10 e baixa
guantidade da citocina pro-inflamatéria 1L-12. O tratamento com AG pode
levar a reagdes no local de aplicagéo (30%), sintomas de gripe (10%), dores
abdominais (14% - 20%), infeccbes (25% - 30%), taquicardia e palpitacao
(4% - 20%). O custo mensal do tratamento varia de R$ 2.200,00 a R$
6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009; BOSTER, 2011).

O natalizumab corresponde a uma das terapias de segunda linha para
a EM. Consiste em um anticorpo monoclonal da subclasse IgG4 que impede

a migracdo de células através da BHE por se ligar a integrina alfa 4 beta 1
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(VLA-4) presente em linfocitos. A ligacdo do natalizumab em VLA-4 impede
sua interacdo com seu ligante a molécula de adesdo VCAM-1, expressa pelo
endotélio vascular (ELICES et al.,, 1990). O tratamento com natalizumab
pode levar a sintomas de gripe (10% - 25%), dores abdominais (8% - 28%),
infecgdes (30%) e depresséao (4% - 8%). O custo mensal do tratamento varia
de R$ 6.000,00 a R$ 7.200,00 (CHIAO; MEYER, 2009; O'DAY et al., 2011).

O fingolimod também faz parte das terapias de segunda linha para a
EM. E um agonista do receptor esfingosina-1-fosfato que esta presente em
linfocitos e regula a saida dos linfocitos ativados dos oOrgdos linfoides
secundarios. A intensa estimulagdo do receptor esfingosina promove a
internalizacao deste receptor e consequentemente, as células ficam privadas
dos sinais de migracdo (SAWICKA et al., 2005). O tratamento com fingolimod
pode levar a sintomas graves como falha cardiaca e infecgbes graves.
O custo mensal do tratamento varia de R$ 7.000,00 a R$ 9.200,00 (O'DAY et
al., 2011).

O daclizumab é um anticorpo monoclonal da sublasse IgG1
humanizado, o qual se liga a cadeia a do receptor de IL-2 (BIELEKOVA et al.,
2006). A acdo do daclizumab no controle de células T esta relacionada a
expansao e sobrevivéncia das células NK. Estas células NK exerceriam um
efeito imunomodulador sobre as células T por meio de um contato entre as
duas células.

Bielekova e colaboradores (2006) mostraram que células
mononucleares do sangue periférico de pacientes quando tratadas com
daclizumab atuam promovendo a expansédo e sobrevivéncia de células NK, e
estas por sua vez, seriam responsaveis pela morte da célula T ativada.
Pacientes com EM tratados com daclizumab apresentam uma correlacéo
significativa entre células NK e declinio de linfécitos T CD4 e linfécitos T
CD8. A administracao do daclizumab atua entédo reforcando a citotoxicidade
de células NK sobre células T ativadas (BIELEKOVA et al., 2006). O
tratamento com daclizumab pode levar a sintomas graves como falha
cardiaca e sangramentos. O custo mensal do tratamento varia de R$
5.000,00 a R$ 7.000,00 (O'DAY et al., 2011).

Aléem desses tratamentos utilizados na prevencdo de surtos e

progressao da doenca, existem aqueles administrados durante a exacerbacao
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(surtos) da doenca. Entre esses, 0s glicocorticoides constituem a primeira
linha de tratamento. Entre os mecanismos de acao dos glicocorticoides estédo
a inibicdo da proliferacédo de linfocitos T, supressédo da producéo e secrecao
de citocinas, restauracdo da barreira hematoencefélica e alteracdo da
transmissdo axonal. Além disso, os mesmos podem reduzir a expressao de
moléculas de adesdo na superficie das células mononucleares do sangue e
LCR dos pacientes com EM (PACHNER, et. al. 1997; WEINSTOCK-GUTTMA,
et. al. 1996; ELOVAARA, et. al. 1998).

A metilprednisolona intravenosa (MPIV) constitui, atualmente, a droga
de primeira escolha para o tratamento dos surtos. Até este momento, a
despeito de alguns resultados positivos nesses estudos, a conduta
recomendada é a administracdo intravenosa da metilprednisolona para o
tratamento dos surtos de EM, na dose de 1 g/dia, durante trés a cinco dias.
Alguns efeitos colaterais apds a utilizacdo de glicocoricoides sao: arterial,
intolerdncia a glicose, obesidade, osteoporose, necrose 0Ossea asséptica,

catarata, irritabilidade, alteracées do humor e insénia (MILLER, et. al. 1967).

1.4.1 A mitoxantrona (MIT) no tratamento da EM

A MIT (Novantrone) (Figura 7) foi desenvolvida nos anos de 1970
como agente antineoplasico, sendo derivado da familia das antracenedionas
(SCOTT; FIGGITT, 2004) que sdo quimicamente analogas as antraciclinas
gue incluem a doxarrubicina e a daunorrubicina (MORRISSEY; LE PAGE;
EDAN, 2005).

NH
OH 0 N NP

OH G NH OH
\'\//\\"NHA\-’X

Figura 7- Estrutura quimica da mitoxantrona (adaptado de BARASCH, et. al. 1999)
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Este agente intercala-se ao DNA inibindo sua replicagdo e impedindo
também a sintese de RNA (PELFREY et al.,, 2006), pois interage com a
enzima topoisomerase |l responsavel pela quebra das cadeias do DNA
(NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004; CALABRESI; CHABNER e
GOODMAN; GILMAN, 2005). Devido a sua capacidade de se intercalar
com o DNA, a MIT é utilizada para a inibicdo da proliferacdo de células
cancerosas no tratamento de cancer de mama, linfomas nao-Hodgkin,
cancer de prostata e certos tipos de linfomas (FISHER; PATTERSON, 1991;
AN; MORRIS, 2012).

A FDA aprovou, em 2002, a utilizagdo de 12mg/m2 de MIT,
administrado por via i.v., de trés em trés meses, para o tratamento de EM dos
tipos SP, PS e RR progressiva, por apresentar eficacia comprovada em
estudos (HARTUNG, et al. 2002; KRAPF, et al. 2005).

Os efeitos observados com a utilizagdo da MIT em pacientes com EM
sao relacionados a inibicao da proliferacéo de linfocitos T e B, da producéo de
anticorpos pelas células B e da destruicdo axonal mediada pelos macrofagos
(NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004).

A farmacocinética desta droga vem sendo determinada em estudos
clinicos usando infusdo intravenosa (FOX, 2004). Sua biotransformacao
ocorre em trés fases, apresentando trés meias-vidas (ty) sucessivas: 6-12
min. (rdpida), 1-3 h (intermediaria) e 23-215 h (longa-terminal) (MORRISSEY;
LE PAGE; EDAN, 2005). Exibe distribuicdo inicial rapida e eliminacao
relativamente lenta dos compartimentos teciduais profundos, sendo o volume
de distribuicdo grande. Elevadas concentracdes de MIT sdo encontradas na
tiredide, no figado e no coracdo apds a administracdo. Sua eliminagcdo do
corpo € feita principalmente pela excrecdo biliar, correspondendo a
depuracédo plasmética renal por somente 10% da eliminacdo (FOX, 2004).

Apesar de ser bem tolerada, em altas doses a MIT pode provocar
efeitos secundarios como mielossupressao caracterizada por leucopenia e
neutropenia (6% - 50%), com efeito minimo sobre as plaquetas e eritrécitos.
A granulocitopenia pode resultar em leves a severas infecgbes, incluindo
infeccbes no trato urindrio (7%), pneumonia (9%), bacteremia/sepse
(34%) e infecgdes fungicas (9% - 15%). Ocasionalmente, o paciente em
tratamento com a MIT podem apresentar nauseas e vomito (31% - 72%),
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alopecia e estomatite (7% - 29%). Entretanto, a cardiotoxicidade (5% -
18%) € o efeito mais grave atribuido ao uso de MIT induzindo
cardiomiopatias, como taquicardia, arritmia e insuficiéncia cardiaca
congestiva sintomatica (PERICOT; MONTALBAN, 2003). O aumento do risco
de cardiotoxicidade estad associado com o0 aumento cumulativo das
doses de MIT, assim como, com a pré-disposicdo a doencas
cardiovasculares (MORRISSEY; LE PAGE; EDAN, 2005).

Embora todos os farmacos acima apresentem resultados promissores
no tratamento da EM, eles séo ineficazes na cura do paciente em fase
evolutiva da doenca. Além disso, estes farmacos apresentam um problema
fundamental que é sua atuacdo nao seletiva nas células do sistema imune, o
que leva aos efeitos colaterais graves em diversos tecidos supracitados
(revisado por JONES e COLES, 2010).

Portanto, no presente trabalho, foi proposto o estudo do efeito de um
analogo da MIT na resposta imune, onde foram extraidos os grupos hidroxila
nas posi¢oes 5 e 8 dos aneis aromaticos, os quais tém sido relacionados aos
processos de citotoxicidade desencadeados pelo tratamento com a MIT
(KAPUSCINSKI, et.al. 1986; FISHER, et. al. 1991; DREWINKO, et. al. 1983).
Dessa forma, o trabalho torna-se relevante, pois tais modificacdes estruturais
podem favorecer a melhor aplicacdo clinica do anadlogo em relacdo a MIT,
visando um potencial medicamento para o tratamento da EM.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do derivado antraquindénico 1-Metoxi-4-((2-
hidroxitetradecil)amino)-antraceno-9,10-diona (MTA), analogo da
mitoxantrona (MIT), na modulacdo da resposta imune, utilizando o modelo de

encefalomielite autoimune experimental.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos toxicos causados pelo tratamento in vivo com
MIT e o analogo MTA, através de curvas de sobrevivéncia, massa

corporal e dosagem da proteina CK-MB;

e Avaliar a evolucdo do quadro de sintomas da EAE, através do

escore clinico dos animais;

e Avaliar o infiltrado celular na medula espinhal, através da

histopatologia;

e Avaliar a expressao dos marcadores celulares CD4, CD8, CD19,
CD11c, CD11b e F4/80 em células da medula espinhal, através de

citometria de fluxo;

e Quantificar os niveis de citocinas (IL-17, IFN-y, IL-6, IL-10 e TGF-
B) e quimiocinas (CCL5 e CCL20) em homogenato de medula

espinhal, através de ELISA.
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e Quantificar a producdo de citocinas intracitoplasmaticas (IL-17,
IFN-y, IL-10) e o fator de transcricdo FoxP3 em células da medula

espinhal, através de citometria de fluxo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos anélogos da MIT

Os anélogos foram sintetizados no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e gentiimente cedidos para
estudo pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Mauro Vieira de
Almeida. As reacdes envolvidas na sintese dos analogos partiram do
composto 1,4-antraceno-9,10-diona. A MIT foi cedida pela Quiral Quimica do
Brasil S.A.

Os derivados da 1,4-antraceno-9,10-diona foram preparados por dois
protocolos de sintese, que conduzem a compostos mono-substituidos e di-
substituidos simétricos (Figura 8). (CORREA, et al. 2013)

O primeiro método foi relacionado com a preparacdo dos compostos 3-
8 e consistiu em uma sintese de dois passos (ZAGOTTO, et al. 2000).

A preparacdo da leucoquinizarina intermediaria 2 (9,10-di-hidroxi-2,3-
dihidroantraceno-1,4-diona) foi conseguida pelo tratamento de 1,4-antraceno-
9,10-diona 1 com uma solucdo aquosa de hidréxido de sodio e hidrossulfito
de sddio. O intermediario 2 foi em seguida tratado com aminoalcool em etanol
sob atmosfera de azoto, fornecendo os compostos mono-substituidos 3-8 com
39-58% de rendimento.

Para preparar compostos simetricamente substituidos, a 1,4-antraceno-
9,10-diona 1 foi primeiro desnaturada e depois submetida a uma reacdo de
substituicdo nucleofilica aromatica com aminoalcoois lipofilicos (1-
aminododecan-2-ol ou l-aminotetradecan-2-ol) em DMSO, fornecendo o
compostos simetricamente di-substituidos 10 e 12 e dois compostos mono-

substituidos 11 e 13 com 14-26% de rendimento.
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Todos os compostos foram purificados por cristalizacado ou por meio de
cromatografia sobre gel de silica e totalmente caracterizados por
espectrometria de massa de alta resolugcdo, de infravermelhos e

espectroscopia NMR *H e *3C.

0 OH OH © 0 R
NaOH, Na,$,0, amine alcchol, EtOH,
o ’ —_—
H,0 N, 40°C, 12h
0 OH OH (o] fe} OH
1 2 38
3 R = NHCH,CHOH(CHy)yCHj
Ezcol Mezﬁo“’ 8h 4R = NHCH,CHOH(CH,);;CH,
utanone, reflux, 5 R = NH(CH,),NHCH,CHOH(CH,)oCH,
6 R = NH(CH,),NHCH,CHOH(CH,);;Ct1;
7 R = NH(CH,);NHCH,CHOH(CH,)oCH;
o) OCHj o R!  8R=NH(CH,),NHCH,CHOH(CH,);,CH,

amino alcohol, DMSO
B
100°C; 72h.

(0] OCH3 fo) R2

9 10-13
10 R' = R? = NH(CH,),CHOH(CH,)4CH,
11R' = NH(CH,),CHOH(CHy)sCH; R*= OCH;
12R! =R? = NH(CH,),CHOH(CH,),,CH,
13 R' = NH(CH),CHOH(CH,)CH; R% = OCH;,

Figura 8— Sintese dos analogos da MIT (Correa, et al. 2013).

Estes analogos foram inicialmente avaliados a partir de testes in vitro
utilizando a linhagem de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-
Yy, onde foram analisados parametros como, por exemplo, citotoxicidade,
producdo de NO e citocinas (CORREA, et. al. 2013).

Baseado nesses resultados foi escolhido o analogo 13, denominado
MTA, para a etapa de testes in vivo, pois tal composto ndo apresentou
citotoxicidade de macréfagos (100% de viabilidade celular nas concentracdes
do composto de 0,5 e 1 uyg/ mL e 96% na de 5 ug/ mL). Além disso, foi capaz
de inibir em 62,5% a producédo de NO, a de TNF-a em 33,1% e a de IL-13 em

74,3% na concentragédo de 5 pg/ mL.
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3.2 Avaliagéo do derivado MTA no modelo in vivo de EAE

3.2.1 Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 de 6-8 semanas de idade
foram obtidas a partir do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e mantidas em gaiolas com
micro-isolador em estantes ventiladas e dieta ad libitum no Laboratorio de
Imunologia. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 0s
principios do Cdédigo Brasileiro para a Utilizagdo de Animais de Laboratorio.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFJF (Protocolo nimero 062/2012).

3.2.2 Inducéo da EAE

Cada animal foi imunizado por via subcutanea (s.c.) em cada lado da
regido dorsal préxima a base da cauda com 100 pug do peptideo MOG3s.55 (0
peptidio MOGg3s.s5 foi sintetizado pela professora Dra. Maria Aparecida Juliano
do Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&o Paulo)
emulsificado em Adjuvante Completo de Freund (Sigma) na proporcéo de 1:1
suplementado com 400 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco
Detroit, USA). No dia da imunizacdo e ap0s 48 horas, cada animal recebeu

i.p. 300 ng de toxina pertussis (Sigma).

3.2.3 Tratamento com MIT e analogo MTA

Os camundongos foram divididos em 4 grupos experimentais: (a)
controle, o qual ndo foi induzido e nem tratado (n=17); (b) EAE, induzido e
nao-tratado (n=17); (c) MIT, induzido e tratado com MIT (n=17); (d) MTA,
induzido e tratado com o analogo MTA (n=17). O tratamento foi iniciado no
14° dia apos a inducdo da EAE através de injegbes intraperitoneais e
estendeu-se até o 21° dia ap06s a inducgdo, considerando-se o dia da inducdo

como dia 0. A MIT e o analogo MTA foram diluidos em PBS com 1% de
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DMSO na concentragéo inicial de 5mg/mL. As injecoes i.p. foram feitas na
concentracdo de 1mg/kg em 100ul, (PIAO et. al, 2007).

3.2.4 Avaliacéao dos efeitos toéxicos da MIT e analogo MTA

Para a avaliacdo dos efeitos toéxicos provenientes do tratamento da MIT
e do analogo MTA, camundongos C57BL/6, que nao foram induzidos para a
EAE foram divididos em cinco grupos (n=6): (I) controle, tratados com PBS;
(I Img/kg MTA, tratados com 1mg/kg de MTA; (lll) 5mg/kg MTA, tratados
com 5mg/kg de MTA; (IV) MIT 1mg/kg, tratados com 1mg/kg de MIT; e (V)
5mg/kg MIT, tratados com 5mg/kg de MIT. Os tratamentos foram dados i.p.
durante 7 dias consecutivos (VELDHOEN, et. al. 2006; SAMOILOVA, et. al.
1998). Os camundongos foram pesados diariamente e analisados quanto a
sobrevivéncia aos tratamentos.

Ainda para avaliacdo dos efeitos toxicos causados pelo tratamento da
MIT e também do derivado MTA, camundongos C57BL/6 foram induzidos a
EAE utilizando o peptidio MOG3s.55 € tratados com a MIT e o MTA na dose de
1mg/kg durante 7 dias, do 14 ao 20° dia pés-inducdo. No 21° dia pés-inducéo
0os animais foram eutanasiados e o sangue foi coletado através de puncao
cardiaca. O sangue foi centrifugado e o soro foi coletado para a dosagem da
proteina CK-MB. A dosagem da CK- MB foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados pelo fabricante (AQT90 FLEX CKMB Test kit;

X- Lab solutions).

3.2.5 Avaliagéao clinica

Os camundongos foram avaliados com relagdo a incapacidade
neuroldgica através da escala apresentada na tabela 2, conforme adaptada
por De Paula e colaboradores (2008). A avaliacao foi realizada diariamente,
desde o dia da indugcdo (dia 0) até o dia da eutanasia (21° dia apos

imunizagao).
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Tabela 2- Escala de incapacidade neuroldgica

Parte do corpo Sinais clinicos Escore
Cauda Sem sinais clinicos 0
Perda do tdnus muscular da cauda
Paralisia
Membro posterior Sem sinais clinicos

Fraqueza de uma pata

Fragueza de ambas as patas

Paralisia de uma pata

Paralisia de ambas as patas
Membro anterior Sem sinais clinicos

Fragueza da pata

Paralisia da pata

Bexiga Continéncia

R O N P O b WON P ODN P

Incontinéncia

3.2.6 Obtencédo de 6rgaos e células

Apods 21 dias da indugdo da EAE, os camundongos foram eutanasiados
por dose letal de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (150 mg/Kg). As medulas
espinhais foram coletadas para dosagem de citocinas, quimiocinas, avaliagao
do perfil celular e andlise histopatolégica.

3.2.7 Anédlise histopatoldgica

No 21° dia ap0s a inducédo da EAE os animais foram eutanasiados e as
medula foram fixadas por perfusdo em formalina tamponada (PBS 10%).
Cortes transversais da medula a niveis cervical, toracico e lombar foram
processados para inclusdo em parafina. Cortes de 8 pum e 10 ym foram
corados em H&E para avaliar a presenca de infiltrados inflamatorios e
corados com Luxol fast blue- Cresyl Violeta para avaliar a desmielinizacao,

respectivamente. Os cortes foram examinados em microscopio Olympus
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BX51 através de uma camera e documentados em software para aquisi¢ao

digital das imagens.

3.2.8 Quantificacao de citocinas e quimiocinas por ELISA

Para a avaliacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas, as medulas
congeladas a -80° C foram descongeladas e maceradas em tampao de
extracdo 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 10.000
rpm por 15 minutos a 4° C e os sobrenadantes foram coletados e congelados
a -70 °C. As concentracdes de IL-17, IFN-y, IL-6, IL-10, TGF-B, CCL20 e
CCL5 nos sobrenadantes foram determinadas pelo método ELISA utilizando
anticorpos e concentragdes comercialmente disponiveis de acordo com o0s
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).

3.2.9 Isolamento de células mononucleares da medula espinhal

Vinte e um dias apés a infecg¢do, os grupos de camundongos (n = 8)
foram eutanasiados sob anestesia (ip) e perfundidos através do ventriculo
esquerdo, com solugcédo salina tampéo fosfatada (PBS). Medulas espinhais
foram maceradas e filtradas usando filtro celular de 70 uM (BD Biosciences,
Bedford, EUA) em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, EUA) com 10% de
soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Grand Island, EUA). Células da medula
espinhal foram incubadas em meio RPMI contendo 2 mg de colagenase D
(Roche, Mannheim, Alemanha) a 37 ° C durante 45 min. As células
mononucleares da medula espinhal foram recolhidas ap6s centrifugagdo em
gradiente de densidade de Percoll (PIAO, et. al., 2007) e lavadas com tampéao
de marcacao (PBS, 1% de FBS, 0,1% de azida de sodio). O sedimento celular
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foi suspenso em solucdo de ACK, centrifugado a 3500 rpm durante 5 min e
suspendido em tampdo de marcacdo para avaliagcdo fenotipica utilizando

citometria de fluxo.

3.2.10 Avaliacao fenotipica das células da medula espinhal

Células da medula espinhal foram incubadas com anticorpos anti-CD3-
PerCP, anti-CD4-PE, anti-CD8-FITC, anti-CD19-FITC, anti-CD11b-PE, anti-
CD11c-FITC (BD Biosciences PharMingen, San Diego, EUA) e anti-F4/80
(PERCP). Depois de 30 min a 4° C, as células foram lavadas e analisadas
utilizando citometro de fluxo FACScalibur e software CellQuest (Becton
Dickinson, San Diego, EUA).

3.2.11 Andlise estatistica

A significancia das diferengas entre os grupos foi analisada através do
teste t de Student ou ANOVA de uma ou duas vias (GraphPad Prism 5.00),
guando apropriado. As diferencas foram consideradas significativas para
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo dos efeitos téxicos da MIT e anélogo

Apés a realizacdo do tratamento de camundongos C57BL/6 com a MIT
e 0 analogo MTA nas doses de 1mg/kg e 5 mg/kg durante 7 dias, pode-se
verificar que o nivel médio dos pesos e a sobrevivéncia dos camundongos
ndo foram alterados apd6s o tratamento com MTA, em ambas as
concentracdes testadas (Fig. 9C, E e F). Porém, o tratamento com a MIT na
dose de 5 mg/kg gerou efeitos toxicos nos camundongos, reduzindo
drasticamente o peso (Fig. 9F) e a capacidade de sobrevivéncia (Fig. 9B). Os
camundongos do grupo controle apresentaram aumento de peso, sem
alteracdo na sobrevivéncia (Figura 9A e C).

O estresse causado no tecido muscular cardiaco proveniente dos
tratamentos MIT e MTA em camundongos C57BL/6 induzidos para a EAE foi
analisado através da dosagem da proteina creatina-kinase fracdo MB (CK-
MB). A figura 7 mostra que o tratamento com a MIT na dose de 1mg/kg
durante 7 dias foi capaz de gerar o aumento na producdo de CK-MB com
relacdo aos grupos controle, EAE e MTA. Ja o tratamento com MTA, também
na dose de 1mg/kg, foi capaz de manter a producdo de CK-MB em niveis

proximos ao controle (Fig. 10).
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Figura 9- Avaliacdo dos efeitos toxicos dos tratamentos com MIT e MTA ap6s 7 dias de
tratamento. Grupos de camundongos foram tratados ou ndo com 1 mg/kg ou 5 mg/kg de MTA
ou MIT durante 7 dias. Percentagem de sobrevivéncia (A-E) dos camundongos tratados ou
ndo com o MIT ou MTA, (F) média de massa corporal dos camundongos tratados ou ndo com
0 MIT ou MTA. Cada ponto representa a média aritmética + SEM. * p <0,05 versus controle.
Teste ANOVA de duas vias.
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Figura- 10. Avaliag&o dos efeitos toxicos dos tratamentos com MIT e MTA no 21° dpi através
da dosagem de CK-MB. O soro foi coletado para a determina¢éo da concentragdo da proteina
CK-MB. Cada barra representa a média aritmética + SEM. a = p<0,05 quando comparado o
grupo EAE versus o grupo MIT; b = p<0,05 quando comparado o grupo EAE versus 0 grupo
MTA, ¢ = p< 0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo controle. Teste ANOVA de

duas vias.
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4.2. Avaliacao do curso clinico da EAE

ApOGs a realizagdo de testes in vitro e toxicidade in vivo, buscou-se
avaliar o curso clinico da EAE em animais tratados com o derivado
antraquindnico selecionado, MTA.

A evolucado do quadro clinico da EAE € determinada através dos pontos
atribuidos aos sinais clinicos apresentados na tabela 2.

A Fig. 11 mostra que os camundongos imunizados apresentaram sinais
de EAE como fraqueza/paralisia da cauda e dos membros, que se tornou
aparente em torno de 9-11 dias ap0s a imunizacdo. O grupo EAE, o qual
recebeu nenhum tratamento, atingiu o pico no dia 19, com uma pontuacao
clinica elevada. Os sinais clinicos da doenca nos grupos tratados (MIT e MTA)
mostraram um pico menor no dia 16-17 apds a imunizacdo mantendo o
escore clinico mais baixo. A partir do dia 18, os grupos tratados mostraram
diferencas acentuadas na pontuacéao clinica (p <0,05) em comparacdo com o
grupo de EAE (Fig. 11).
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Figura 11- Escore clinico da EAE. Os animais foram monitorados diariamente para os sinais
clinicos da EAE apés imunizacdo com 100 pg de peptideo MOG 35-55. Os camundongos
foram tratados (n = 17 por grupo) ou ndo (n = 17 por grupo) com 1mg/kg de MIT ou MTA
durante 7 dias. Cada ponto representa a média aritmética + SEM. * = p<0,05 quando
comparados os animais tratados (MIT e MTA) versus animais ndo tratados (EAE). Teste
ANOVA de duas vias. A linha pontilhada indica o dia do inicio do tratamento.
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4.3 Avaliacéao histopatolégica da medula espinhal

A avaliacdo do infiltrado inflamatorio e desmielinizacdo da medula
espinhal (Fig. 12) foram realizadas no 21° dia pés-imunizacdo. A figura 8
mostra os cortes de medula corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para
avaliacdo da presenca de infiltrados inflamatérios e com Luxol-Fast Blue
(LFB) para a avaliacdo da desmielinizacdo. Os camundongos do grupo EAE
apresentaram infiltrados de células inflamatérias nos sitios das
leptomeninges, quando comparado ao controle negativo. O tratamento com
MTA reduziu a inflamacdo e desmielinizacdo, quando comparado com o
grupo de EAE. Infiltrados de células inflamatérias foram associados a
vacuolizacdo e degeneracdo secundaria do parénquima, consistente com
desmielinizacdo. O grupo MIT também reduziu a infiltracdo celular e

desmielinizacéo, quando comparado com o grupo de EAE (Fig. 12).
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Figura 12 — Avaliacdo histopatol6gica da medula espinhal de camundongos imunizados ou
ndo com 100 pg de peptideo MOG 35-55. Os camundongos foram tratados (n = 4 por grupo)
ou ndo (n = 4 por grupo) com 1mg/kg de MIT ou MTA durante 7 dias. Cortes representativos
dos grupos examinados, corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), para analise do infiltrado
de células, ou Luxol Fast-Blue (LFB), para andlise da desmielinizagdo. Aumento Original:
objetiva de 20X. Setas indicam os infiltrados celulares. Barra 50 um.
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4.4 Anédlise do perfil celular na medula espinhal

Foi realizada a analise do perfil das células da medula espinhal no 21°
dia pos-imunizacdo, onde foram avaliados a porcentagem de expressao e o
namero de células expressando os marcadores CD4, CD8, CD19, CDl1l1c,
CD11b e F4/80. O nuamero total de células mononucleares isoladas da medula
espinhal obtido foi de 3x10° para o grupo controle, 18x10° para a EAE, 8x10°
para a MIT e 17x10° para a MTA. A figura 13A apresenta os resultados
referentes a porcentagem total de eventos para cada marcacédo, sendo que o
grupo EAE apresentou maior percentual de expressdo de todos o0s
marcadores em relacdo ao grupo controle, exceto CD11c. Além disso, 0
analogo MTA foi capaz de reduzir a expressdo de CD4, CD19, CDllc,
CD11b, porém aumentou a de F4/80. Em contrapartida, o tratamento com MIT
mostrou um aumento na expressdo de CD19 e CD1lc. A figura 10B
apresenta o numero de células expressando tais marcadores na medula
espinhal. Pode-se verificar que o grupo EAE apresentou um numero
significativamente maior de células expressando todos os marcadores em
relacdo ao grupo controle. O tratamento com o MTA, assim como a MIT foi
capaz de reduzir o numero de células expressando os marcadores analisados
CD4, CD8, CD19, CD11c, CD11b, mas o MTA aumentou o numero de células
F4/80+.
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Figura 13- Perfil celular na medula espinhal. Porcentagem (A) e o nimero de células
expressando (B) CD4, CD8, CD19, CD1lc, CD11lb e F4/80 na medula espinhal foram
determinados por citometria de fluxo (n= 8/ grupo) no dia 21 pds-imunizagdo com MOG 35 -
55. As barras representam a média aritmética + SEM. a = p<0,05 quando comparado o grupo
EAE versus o grupo MIT; b = p<0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo MTA, ¢
= p< 0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo controle. Teste ANOVA de uma
via.
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4.5 Deteccado da producéo intracelular de IFN-y, IL-17, IL-10 e FOxP3 em
linfocitos TCD4+

A figura 14 apresenta a avaliacdo de células TCD4+ expressando IFN-y (A),
IL-17 (B), IL-10 (C) e FoxP3 (D). O grupo EAE apresentou maior numero de
células TCD4 expressando todos os marcadores com relacdo ao grupo
controle. O grupo MIT apresentou aumento significativo no nimero de células
TCD4 produtoras de IFN-y, IL-17, IL-10 e FoxP3 com relacdo ao grupo
controle, EAE e MTA. Ja o grupo MTA reduziu o numero de células TCD4
produtoras de IL-17, IL-10 e FoxP3 com relagao aos grupos EAE e MIT.
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Figura 14- Perfil celular na medula espinhal. Nimero de células T CD4+ expressando IFN-y
(A), IL-17 (B), IL-10 (C) e FoxP3 (D) na medula espinhal foram determinados por citometria de
fluxo (n= 8/ grupo) no dia 21 pds-imunizacdo com MOGg3s . s5. As barras representam a média
aritmética + SEM. a = p<0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo MIT; b =
p<0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo MTA, ¢ = p< 0,05 quando comparado
0 grupo EAE versus o grupo controle. Teste ANOVA de uma via.
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4.6 Analise da producdo de citocinas pro- inflamatorias (IFN-y, IL-17 e IL-

6) e citocinas regulatoérias (IL-10 e TGF-B) na medula espinhal

Os niveis de IFN-y, IL-17, IL-6, IL-10 e TGF-B foram quantificados em
sobrenadantes de homogenato de medula espinal no dia 21 pos-imunizagéo.
O grupo EAE mostrou um aumento dos niveis de IL-17, IFN-y e IL-6 (Fig. 15),
gquando comparado com o grupo controle (p <0,05). O grupo MTA mostrou
niveis mais baixos de IL-17, IFN-y e IL-6 (Fig. 15) em comparacdo com o
grupo EAE (p <0,05). A IL-17 e IFN-y foram diminuidas significativamente nos
camundongos tratados com o MIT (Fig. 15) em comparagdo com 0O grupo
EAE. Além disso, o grupo EAE mostrou niveis reduzidos de IL-10 e TGF-j,
que foram elevadas nos tratamentos com MTA e MIT, semelhante ao do

grupo controle (Fig.16).
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Figura 15- Avaliagdo das citocinas pro- inflamatérias na medula espinhal no 21° dpi. Os
sobrenadantes do homogenato foram recolhidos para a determinacdo da concentracdo de
IFN-y (A), a IL-17 (B), IL-6 (C). Cada barra representa a média aritmética + SEM. a = p<0,05
quando comparado o grupo EAE versus o grupo MIT; b = p<0,05 quando comparado o grupo
EAE versus o grupo MTA, c¢ = p< 0,05 quando comparado o grupo EAE versus o grupo

controle. Teste t de Student.
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Figura 16- Avaliacdo das citocinas regulatérias na medula espinhal no 21° dpi. Os
sobrenadantes do homogenato foram recolhidos para a determinacdo da concentracdo de IL-
10 (A) e TGF-B (B). Cada barra representa a média aritmética £+ SEM. a = p <0,05 quando
comparado EAE versus MIT; b = p<0,05 quando comparado EAE versus MTA; ¢ = p< 0,05
quando comparado EAE versus controle. Teste t de Student.
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4.7 Avaliagéo de quimiocinas na medula espinhal

Os niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 em sobrenadantes de
homogenato de medula espinhal foram avaliados no dia 21 pés-imunizacao
(Fig. 17A e B). O grupo EAE apresentou niveis elevados das quimiocinas
quando comparado ao grupo controle n&o-imunizado (p <0,05). O grupo
tratado com MTA mostrou niveis significativamente mais baixos de ambas
qguimiocinas (p <0,05) em comparacao ao grupo de EAE. O tratamento com
MIT diminuiu apenas a CCL5 (Fig. 17A).
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Figura 17- Avaliacéo da producéo de quimiocinas CCL5 (A) e CCL20 (B) no sobrenadante
de homogenato de medula espinhal. Os camundongos foram imunizados com 100 pg de
peptideo MOG 35-55 e tratados (n = 5 por grupo) ou ndo-tratados (n = 5 por grupo) com
1mg/kg de MIT ou MTA no 21° dia pds-imunizacdo. Cada barra representa a média aritmética
+ SEM. a = p <0,05 quando comparado EAE versus MIT; b = p<0,05 quando comparado EAE
versus MTA, ¢ = p< 0,05 quando comparado EAE versus controle. Teste t de Student.
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5 DISCUSSAO

A EAE é o modelo animal de doenca desmielinizante mais utilizado para
o estudo da EM (DENIC et al., 2011). E caracterizada por apresentar uma
resposta imune mediada predominantemente por células T CD4 contra as
proteinas da mielina, induzida, portanto, pela administracdo concomitante de
antigenos da mielina com CFA ou por transferéncia adotiva de células T
reativas contra antigenos da mielina (revisado por STROMNES e
GOVERMAN, 2006).

A mitoxantrona (MIT) é recomendada como um farmaco de primeira
linha para pacientes com estagios mais graves de EM e como terceira linha
em pacientes com EM na forma remitente-remitente (FOX; NEUHAUS, 2006).
Acredita-se gue os efeitos de citotoxicidade ndo-especificos em macréfagos e
linfécitos seja o principal mecanismo responsavel pelos efeitos clinicos da MIT
em pacientes com EM (NEUHAUS et. al., 2006; PIAO et. al., 2007). Esta
citotoxicidade parece estar relacionada com a presencga de grupos hidroxila
5,8 no anel aromatico da estrutura quimica da MIT. Diferentes estudos
relacionam a influéncia desses grupos para a cardiotoxicidade induzida pela
MIT (DREWINKO, 1983; KRAPCHO, 1994)

Estudos mostram que efeitos adversos como no caso, a
cardiotoxicidade gerada pelo uso de antracenedionas, por exemplo, a MIT, é
considerada dose-dependente e irreversivel podendo resultar na reducédo da
Fracdo de Ejecdo Ventricular (FEV) e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva. O
risco da cardiotoxicidade induzida por MIT em pacientes com EM aumenta
com doses cumulativas superiores a 100mg/m? de area de superficie corporal,
porém, ainda de forma desconhecida, pacientes ja desenvolveram a
cardiotoxicidade antes de atingirem as doses cumulativas de 100mg/m? de
area de superficie corporal (COHEN, 2004).

O presente trabalho demonstrou que o tratamento com MIT na dose
de 5mg/kg durante 7 dias reduziu a capacidade de sobrevivéncia em
camundongos C57BL/6, além de reduzir significativamente a massa corporal

dos mesmos. O tratamento com o novo derivado antraquindnico MTA, na
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dose de 5mg/kg, manteve a capacidade de sobrevivéncia dos animais e
também a massa corporal dos mesmos apos os 7 dias de tratamento. O
tratamento dos animais com a MIT e o MTA, nas doses de 1mg/kg durante 7
dias, ndo foi capaz de reduzir a capacidade de sobrevivéncia dos animais,
porém o tratamento com 1mg/kg de MIT, a partir do 5° dia, gerou reducéo na
massa corporal dos animais tratados.

A fracdo MB da creatinofosfoquinase (CK-MB) por muito tempo tem
sido considerada um marcador para o diagndstico de eventos e lesbes
cardiovasculares, por exemplo, o Infarto Agudo do Miocardio (IAM)
(ANDERSON, 2007). Nesse trabalho, o tratamento com MIT gerou o0 aumento
na producdo da CK-MB no soro de camundongos C57BL/6, enquanto que o
tratamento com o derivado MTA manteve os niveis da CK-MB préximos ao
controle. Tais resultados corroboram com a hipétese de que o tratamento com
MIT leva a efeitos adversos, como a cardiotoxicidade, e 0s mesmos sao dose-
dependentes, o que ndo ocorreu no tratamento com o MTA.

O tratamento com o derivado antraquindénico MTA foi capaz de reduzir
de forma significativa os sinais clinicos da EAE induzida por MOG em
camundongos C57BL/6. Além disso, a presenca de infiltrados inflamatérios na
medula espinhal foi reduzida nos animais tratados com o MTA, de forma
similar a MIT.

A desmielinizacdo na EAE, tal como na EM, é um resultado das lesdes
inflamatdrias na substancia branca que conduzem a problemas clinicos
(LASSMANN, 2014). Pode-se notar que o tratamento com MTA reduziu a
presenca de infiltrados inflamatérios e desmielinizacdo na medula espinhal,
sugerindo uma relacdo com a inibicdo do agravamento dos sinais clinicos.

A menor presenca de sinais clinicos da EAE durante o tratamento com
o MTA parece estar associada a menor presenca de células inflamatérias no
SNC. Como foi demonstrado, tal tratamento foi capaz de reduzir a presenca
de células CD4+, CD11c+ e CD11b+ em comparacdo ao grupo EAE. Porém,
o tratamento com o derivado MTA aumentou de forma significativa o nimero
de células que expressam o marcador F4/80.

As APCs responséveis pela reativacdo de células T no SNC ainda nao
foram completamente identificadas. Células Dendriticas (DCs), macréfagos
infiltrantes, células B e microglia residente do SNC podem expressar a
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moélecula MHC de classe Il e moléculas co-estimulatérias que estédo
envolvidas na iniciacdo e progressdo da EAE (GOVERMAN, 2009). As DCs
também conhecidas como APCs profissionais podem induzir a resposta
imune.

Wlodarczyk (2014) identificou em seu trabalho uma populacdo de
células CD11c+ em lesdes de desmielinizacdo. Em tal modelo, essas células
se apresentaram como potentes APCs auxiliando na resposta proliferativa de
linfécitos T. Em estudos ex vivo o autor demonstrou que as células CD11c+
localizadas no SNC, que incluem DCs e microglia residente do SNC,
expressavam niveis similares de MHC de classe Il e moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86. Ainda nesse trabalho, o autor demonstra que as
células CD1ll1lc+ foram fortes indutoras da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias de perfis Thl e Th17.

A alta ativacdo da microglia no SNC, ocasionada por doencas
degenerativas como a EAE, associada & intensa producédo de Oxido Nitrico
(NO) que pode ser produto de tal ativacdo, pode levar a um processo
denominado microgliose. Um dos fatores que indicam a ocorréncia da
microgliose é a alta expressdo da molécula CD11lb. Na EAE e EM, a alta
expressdo de CD11b ja foi correlacionada a ativacdo exacerbada da microglia
(ROCK, et. al. 2004).

No presente trabalho, a gravidade dos sinais clinicos observada em
camundongos C57BL/6 com EAE induzida com MOG pode estar relacionada
ao aumento no numero de APCs CD1llc+ no SNC que atuam na
apresentacao de antigenos mielinicos e reativacdo de células T e B mielino-
especificas e ainda ao processo de microgliose com a ativacdo da micréglia
residente no SNC, culminando na exacerbacdo do processo inflamatério e
desmielinizacdo observados em tais animais.

O tratamento com o derivado MTA foi capaz de reduzir a expressao de
CD11b e CD11lc o que pode ter sido a causa da reducdo do processo
inflamatorio e também do numero de células TCD4 e células B CD19+ na
medula espinhal, de forma similar a MIT.

Com relacdo ao numero total de células mononucleares isoladas na
medula espinhal no 21° dia apés a inducdo da EAE, foi demonstrado nesse

trabalho que o grupo EAE apresentou aumento significativo de células no
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SNC em relacdo ao controle. O grupo MTA apresentou pequena reducao de
células quando comparado ao grupo EAE. Ja no grupo MIT, o numero foi
significativamente reduzido, aproximando-se ao encontrado no grupo controle.
O mecanismo de acdo da MIT em reduzir os sinais clinicos
observados na EAE e EM j4 vem sido estudado ha algum tempo. A MIT
apresenta a capacidade de ultrapassar a BHE atingindo e interagindo com
células do SNC. A reducdo da proliferacdo de linfécitos e macrofagos
promovida pela MIT é originada pela intercalacdo da mesma nas fitas de DNA
induzindo a inibicdo da enzima topoisomerase Il, que € uma enzima de reparo
do DNA, e ainda promovendo a geracao de radicais livres (FOX, 2004;
SMITH, 1983).
Além disso, trabalhos mostram que a MIT reduz a apresentacao
antigénica por estimular a morte celular por apoptose nas células envolvidas
na apresentagcdo. Dessa forma, a mesma poderia inibir a secregcdo de

citocinas relacionadas a patogénese da EM e EAE (CORNA, et. al. 2004).

Logo, a significativa reducdo de células mononucleares na medula
espinhal em camundongos tratados com MIT observada nesse estudo pode
ser explicada pela acdo apoptética do tratamento em células como
macrofagos, linfécitos, células dendriticas, reduzindo assim o processo de

desmielinizacdo no SNC.

O tratamento com o derivado MTA n&o apresentou significativa
reducdo no numero de células mononucleares no SNC com relacdo ao grupo
EAE, porém o mesmo foi capaz de reduzir o processo de desmielinizacdo de
forma semelhante a MIT. Baseando-se nesses resultados, supde-se o0
derivado estimule uma alteracdo no fenétipo celular na medula espinhal,
diminuindo o numero de células pro-inflamatoérias e aumentando o numero de

células regulatérias.

Liu e colaboradores (2015) demonstram em recente trabalho que o
tratamento com Fasudil, um inibidor da enzima Rho- kinase (ROCK) que atua
na regulagdo da migragao, proliferacdo e sobrevivéncia celular, em células
mononucleares encefalitogénicas in vitro e posteriormente transferidas

adotivamente para camundongos EAE foi capaz de reduzir a expressédo de
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TLR4 e a producdo de citocinas pro-inflamatérias na medula espinhal. O
tratamento com Fasudil reduziu a expressao de INOS e producdo de NO,
gerando aumento na expressdo de Arg-1, modulando a polarizacdo de
macrofagos de perfil M1 (classicamente ativados), que séo ativados na
presenca da citocina IL-12 e s&o produtores de IFN-y, TNF-a, NO, para o
perfil M2 (alternativamente ativados), que sao ativados na presenca de IL-4,
IL-13 e IL-10 e sao produtores de IL-4, IL-13, TGF-$ e IL-10.

Porcheray e colaboradores (2005) discutem a co-existéncia de
macrofagos classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2)
durante o desenvolvimento do curso da EAE. Porém, macrofagos M1 sao
mais predominantes na fase inicial da doenca, enquanto que os macréfagos
M2 sdo predominantes nas fases mais tardias da doenca contribuindo para a
reducdo do processo inflamatorio, secre¢cdo de citocinas regulatorias,

estimulando o remodelamento tecidual.

Ainda existem dificuldades na diferenciacdo da microglia residente no
SNC e macréfagos periféricos infiltrantes devido ao compartilhamento do
fenotipo F4/80+/ CD11b+. Entretanto, alguns autores sugerem que em
estagios iniciais de condi¢des inflamatérias, a microglia residente no SNC
expressa baixos niveis de CD45, CCR1, CCR5, mas altos de TGF-,
enquanto macrofagos infiltrantes periféricos expressam altos niveis de CDA45,
CCR1, CCRS5 e baixos de TGF- (BUTOVSKY, et. al. 2014).

Nesse trabalho, o derivado MTA aumentou a expressao e o nimero de
células expressando o marcador F4/80 na medula espinhal no 21° dpi, o que
sugere um aumento no namero de macréfagos no SNC. Estes macréfagos
provavelmente apresentam o fenétipo M2 e também auxiliam na reducao do
processo inflamatério no SNC, elevando a producéo de citocinas regulatérias

como a IL-10 e o TGF-(3, apds o tratamento com o MTA.

A anélise do numero de células TCD4 expressando IFN-y, IL-17, IL-10
e FoxP3 revelou que o grupo MIT apresentou aumento no namero de células
T CD4 expressando todos estes marcadores. Porém, esse resultado nao
seria compativel com aqueles observados na melhora dos sinais clinicos e a

histopatologia dos animais tratados com MIT. Dessa forma, uma provavel
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explicacdo para esse fato € a inibicdo da secrecdo celular durante o
tratamento com a MIT. De acordo com essa hipétese, as células TCD4
encefalitogénicas realizariam a producdo de tais citocinas, porém nhao

conseguiriam realizar a secre¢cao das mesmas.

Com relacéo a secrecédo de citocinas pro-inflamatérias IFN-y e IL-17 em
homogenato da medula espinhal de camundongos EAE tratados com MIT,
pode-se observar uma reducdo na secrecdo de tais citocinas, 0 que seria
compativel com a hipotese da inibicdo da secrecdo das mesmas induzida pela
MIT. O mesmo é notado com a citocina IL-10 que teve aumento na producao
pelas células TCD4, porém sua secrecdo nao foi aumentada
significativamente. Assim, 0 mecanismo que pode estar envolvido na melhora
de sinais clinicos no modelo de EAE apds o tratamento com MIT é a
imunossupressao celular através da apoptose e consequentemente a inibicao

da secrecéo de citocinas no SNC.

O tratamento com o derivado antraquindnico MTA reduziu a producéo
das citocinas pro-inflamatérias IFN-y e IL-17 pelas células TCD4 e também a
sua secrecdo, diferentemente da MIT. A reducdo do processo inflamatorio e
desmielinizacdo apds o tratamento com o derivado pode ser também
justificado por esse efeito. J& o numero de células TCD4 expressando a IL-10
e também o marcador de células T regulatérias FoxP3 durante esse

tratamento foi menor.

As citocinas IL-17 e IFN-y desempenham papeis importantes na
inducdo e na gravidade da EAE e EM (HU, 2011; ROSTAMI, 2013). Além
disso, a deficiéncia de IL-17 ou a utilizacdo de anticorpos de bloqueio da
mesma impediram o desenvolvimento e/ou a reducdo da gravidade da EAE
(KLOSE, 2013). Ja foi também demonstrado que o IFN- y esta envolvido na
inducdo e na gravidade da EAE (ROSTAMI, 2013; LEES, 2008). Portanto,
com base nos resultados aqui apresentados, os efeitos do MTA parecem ter
influenciado a producéo e secrecdo dessas citocinas, visto que o tratamento

levou a uma diminuicdo da inflamacao e reducéo de sinais de EAE.
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Além da secrec¢éao das citocinas IFN-y, IL-17, IL-10, foi analisada ainda
a secrecdo da citocina pro-inflamatéria IL-6 e da citocina TGF-B. Como foi
observado, o derivado MTA foi capaz de reduzir significativamente a secre¢cao

da citocina IL-6 e aumentar a de TGF-3 na medula espinhal.

A citocina IL-6 é conhecida por estar envolvida na inflamacéo do SNC e
patologia de EAE, diretamente através da ativacdo da micrédglia e astrécitos
(GIRALT, 2013) ou indiretamente, promovendo a diferenciacdo e a expansao
das células Th17 (VELDHOEN, 2006). No presente trabalho o tratamento com
o MTA diminuiu os niveis de IL-6, o que pode ter afetado a producéo de IL-17,
observada nos resultados.

O tratamento com MTA aumentou os niveis de TGF- e IL-10, as quais

poderiam ter contribuido para a reducédo dos sinais clinicos da EAE.

As citocinas TGF-f e IL-10 tém sido implicadas na regulagdo de
doencas autoimunes. Camundongos com deficiéncia em IL-10 desenvolvem
uma EAE grave e sao incapazes de se recuperar da doenca. As células T de
camundongos deficientes em IL-10 exibem uma alta proliferagdo 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, 2013). Além disso, camundongos
transgénicos para a IL-10 sdo resistentes a inducdo da EAE e a expressao do
MRNA para a IL-10 é aumentada no SNC durante a fase de recuperacao da
EAE (SAMOILOVA, 1998). Corroborando com essa hipétese, ja foi verificado
que quando as células T CD4+ “naives” sao estimuladas na presenca de
TGF-B, as células T CD4+ Foxp3+, ndo produtoras de IL-17, sédo induzidas e
0 aumento na producdo de TGF-B estd associado a diminuicdo dos sinais
clinicos da EAE (HUSS, 2011; FARIAS, 2013).

Como se pode perceber, o tratamento com o MTA ndo parece
minimizar os sinais clinicos da doenca através da acdo de células T, ja que a
producéo das citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias
intracitoplasmaticas por células TCD4+ esteve reduzida apoés tal tratamento.
O aumento na expressao do marcador F4/80 em células da medula espinhal
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dos camundongos com EAE sugere que células da imunidade inata, como os
macrofagos e micréglia atuariam no controle do agravamento dos sinais

clinicos da doenca.

A migracdo de leucocitos para o SNC é orquestrada por quimiocinas,
gque sao citocinas que apresentam potencial quimiotatico atuando no
recrutamento de leucdcitos para sitios inflamatérios funcionando assim como
mediadoras ou reguladoras da inflamagdo (MORIGUCHI, 2013). Foi
demonstrado que o blogueio do receptor da quimiocina CCL20 inibiu o
desenvolvimento de EAE, devido a migracdo reduzida de células T CD4+
autorreativas (LISTON, 2009). Além disso, um derivado antraquindnico ja
demonstrou potencial em reduzir a expressdo de quimiocinas e reduzir o
agravamento dos sinais clinicos da EAE (ALVES, 2012). Os baixos niveis de
CCL5 e CCL20 evidenciados na medula espinhal no presente trabalho, com o
tratamento com MTA, podem estar relacionados com o recrutamento reduzido
de células mielino-reativas produtoras de IFN-y e IL-17. J& € conhecido que
as células Thl7 ao produzirem a quimiocina CCL20 pode promover o
recrutamento de outras células Thl7 que expressem o ligante CCR6 para a
CCL20 (YAMAZAKI, 2008). Tal fato poderia explicar a redugéo do infiltrado
inflamatorio celular e a desmielinizagdo menor no grupo tratado com MTA,

causando, portanto, uma melhoria nos sinais clinicos.

A migracdo de células T, células B e células imunes inatas para o SNC
estdo sendo relacionados com o desenvolvimento, progressédo e agravamento
da EAE (MENEZES, 2007; BERARD, 2010). Além disso, tratamentos que
reduzem a infiltracdo destas células proporcionam melhora do escore clinico
da doenca (VILLARES, 2009; NIKODEMOVA, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165572813000295
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6 CONCLUSAO

O tratamento com MTA mostrou ser eficaz na melhora dos sintomas
clinicos de EAE, a qual parece estar associada com niveis mais baixos de
CCL5, CCL20, IFN-y, IL-17 e IL-6, e ainda com a reversao da diminuicao de
IL-10 e TGF-B na medula espinhal. Além disso, estudos clinicos devem ser
também realizados para uma melhor avaliacdo dos efeitos do derivado MTA,
ja que este derivado pode ser um potencial medicamento para a terapia da
EM.
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