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Resumo

A mitoxantrona é um agente antineoplasico da fandidis antracenodionas, capaz de reduzir
0 numero de células T, suprimir a imunidade humenalvivo ativar células T supressoras. A
Esclerose Mdultipla (EM) afeta mais de um milhdo plessoas em todo o mundo,
caracterizando-se por ser uma doenca inflamattGamica desmielinizante do sistema
nervoso central, de natureza auto-imune, sendoaiaria dos casos, grave e incapacitante.
Além disso, a terapéutica atual para a EM freqimette tem efeitos insatisfatorios,
mostrando-se ainda ineficaz em relacdo a sua ctotalerecuperacdo dos pacientes em fase
avancada. A asma é uma doenca inflamatoria cra@laisavzias aéreas que afeta cerca de 300
milhdes de pessoas em todo o mundo. Atualmentenedicamentos disponiveis para o
tratamento da asma apenas controlam da doencaeseatam efeitos colaterais sistémicos
gue, em geral, sdo observados com a utilizacdoodesdelevadas por tempo prolongado.
Dentro deste contexto, este trabalho teve por igbjetvaliar o efeito de uma série de
derivados antraquindnicos analogos da mitoxantramanodulagdo da respostavitro de
macrofagos murinos ativados com lipopolissacaradeNy, e verificar a acdo na modulacéo
da resposta imune vivo no modelo de encefalomielite autoimune experimdBAE) e de
alergia pulmonar (AP). Na etapa vitro foi avaliadaa citotoxicidade dos compostos e nos
sobrenadantes da cultura foram quantificados castle 6xido nitrico. Na etapa vivo foi
investigado o uso do derivad®,O-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (C8% na
evolucdo da EAE induzida em camundongos C57BIl&rés da aplicacdo do MQ&ss e na
modulacdo da AP e da exacerbacédo por virus dandiBzidas em camundongos BALB/c por
inalacdo de alérgenos da poeira. Os resultadodosbtemonstraram que as modificacbes
estruturais realizadas nos derivados antraquinérociginaram analogos menos citotdxicos,
com elevada capacidade de inibir a concentracdd@leOs dados obtidas vivo indicam
que o tratamento da EAE com o CS56 melhora o estimieo da doenca e isto pode ser
correlacionado com uma reducédo na liberacdo deimé® inflamatorias e quimiocinas
envolvidas no aumento de células no sistema neregestral. Os resultados obtidos do
modelo de AP demonstram que o tratamento com CS3Bona o quadro respiratorio dos
camundongos através da reducdo dos parametros €mjiaal pulmonar, como
hiperresponsividade brénquica, hipersecrecdo deoneutnfiltracdo de eosindfilos. Desta
forma, os dados sugerem um papel imunomodulat@iaativado na EAE e na AP com

potencial aplicabilidade terapeutica para a asmasclerose multipla.



Abstract

Mitoxantrone is an antineoplasic agent of the auhnedione family, capable of reduce T
cell numbers, suppress humoral immunity and in \actvate suppressor T cells. Multiple
Sclerosis (MS) affects about one million people ldwide, is characterized by an
autoimmune chronic inflammatory demyelinating dsseaf the central nervous system, and,
in most cases, severe and disabling. Moreover, ctiveent therapy for MS has often
unsatisfactory effects, being still ineffective relation to its healing and full recovery of
patients in advanced stages. Asthma is a chrofil@mmatory disease of the airways that
affects approximately 300 million people worldwideurrently, the treatment of asthma is
intended to control the disease and the drugs sheav systemic side effects that are
generally observed with the use of high dosesdng ltime. In this context, this study aimed
to evaluate the effect of a series of anthraquirderesatives, analogs of mitoxantrone, in the
modulation ofin vitro response of murine macrophages activated witlpéjysaccharide and
IFN-y, and check the action in the modulation ofithgivoimmune response of experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) and pulmonalgrgy (PA). In thein vitro stage was
evaluated the cytotoxicity of the compounds andiglels of nitric oxide produced. In the
vivo stage, theD,0-bis-(3'-iodopropyl)-1,4-dihidroxyanthraquinone §56) derivative was
investigated in the evolution of EAE induced in 858 mice by applying MOGs.s5 and in
the modulation of PA and PA exacerbation by Rhingyi induced in BALB/c mice by
inhalation of dust allergens. The results showetl tte structural modifications performed on
the anthraquinone derivatives produced less cytotaxalogs with high ability to inhibit the
NO concentration. The data obtainad vivo indicate that treatment of EAE with CS56
improves the clinical score of disease and this faycorrelated with a reduction in the
release of inflammatory cytokines and chemokineslired in the increase of cells in the
central nervous system. The results of PA model atestnate that treatment with CS56
improves respiratory mice by reducing the paramsatépulmonary allergy, such as bronchial
hyperresponsiveness, mucus hypersecretion andratih of eosinophils. Thus, the data
suggest an immunomodulatory role of the derivatimeEAE and PA with potential

therapeutic applicability for asthma and multiptéesosis.
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INTRODUCAO
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ASPECTOSGERAIS DA MITOXANTRONA

A mitoxantrona (Figura 1) foi desenvolvida nos amds 1970 como agente
antineoplasico, sendo derivado da familia das eetedionas (SCOTT; FIGGITT, 2004) que
sdo quimicamente analogas as antraciclinas queeimch doxarrubicina e a daunorrubicina
(MORRISSEY; LE PAGE; EDAN, 2005).

NH
OH 0 NHT S S Son

OH o

MH OH

Figura 1 — Estrutura quimica da mitoxantrona (BARAESet al., 1999).

Este agente se intercala ao DNA inibindo sua raglio e impedindo também a
sintese de RNA (PELFREY et al.,, 2006), pois interagm a enzima topoisomerase |l
reponsavel pela quebra das cadeias do DNA (NEUHAKIESEIER; HARTUNG, 2004;
CALABRESI; CHABNER in GOODMAN; GILMAN, 2005). Devid a sua capacidade de
intercalar com o DNA, a mitoxantrona € utilizadaagpa inibicdo da proliferacdo de células
cancerosas no tratamento de cancer de mama, lisfod@Hodgkin, cancer de prostata e
certos tipos de linfomas (FISHER; PATTERSON, 19814; MORRIS, 2012).

A mitoxantrona é uma substancia imunossupressgrazcde inibir a imunidade
humoral, reduzir o niamero de células T e ativarivo células T supressoras (PERICOT;
MONTALBAN, 2003). Sua atividade imunossupressora #do atribuida a sua capacidade
de reduzir a secrecao de interferon — gama (NjNator de necrose tumoral alfa (TNi-e
interleucina 2 (IL-2) (FOX, 2004). Morrisey, Le Rag Edan (2005) observaram a capacidade
da mitoxantrona em induzir de forma dose-dependemi@optose e necrose de linfocitos B e
células apresentadoras de antigenos. No tratantenfoacientes com esclerose multipla,

presume-se que a acdo da mitoxantrona seja viagdeptle linfécitos T e B auto reativos a
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mielina, reducdo da desmielinizacdo causada pordisgos e da liberacdo de anticorpos
anti-mielina (SCOTT; FIGGITT, 2004; FOX, 2006).

A farmacocinética desta droga vem sendo determieadastudos clinicos usando
infusdo intravenosa (FOX, 2004). Sua biotransfoémagcorre em trés fases, apresentando
trés meias-vidas (f») sucessivas: 6-12 min. (rapida), 1-3 h (intermea)ja 23-215 h (longa-
terminal) (MORRISSEY; LE PAGE; EDAN, 2005). Exibdstlibuicdo inicial rpida e
eliminacao relativamente lenta dos compartimergogltiais profundos, sendo o volume de
distribuicdo grande. Elevadas concentracfes dexamtmna sdo encontradas na tiredide, no
figado e no coracdo apos a administracdo. Suanelg@o do corpo é feita principalmente
pela excrecdo biliar, correspondendo a depuracasmgditica renal por somente 10% da
eliminacao (FOX, 2004).

Apesar de ser bem tolerada, em altas doses a mitora pode provocar efeitos
secundarios como mielossupressao caracterizadkeymypenia e neutropenia (6% - 50%),
com efeito minimo sobre as plaquetas e eritrécikagranulocitopenia pode resultar de leve a
severas infec¢bes, incluindo infecgbes no tratonamio (7%), pneumonia (9%),
bacteremia/sepse (34%) e infec¢des fungicas (9%%).1Ocasionalmente o paciente em
tratamento com a mitoxantrona podem apresentaeasates vomito (31% - 72%), alopecia e
estomatite (7% - 29%). Entretanto, a cardiotoxidedg5% - 18%) € o efeito mais grave
atribuido ao uso de mitoxantrona induzindo cardogaiias, como taquicardia, arritmia e
insuficiéncia cardiaca congestiva sintomatica (RERI; MONTALBAN, 2003). O aumento
do risco de cardiotoxicidade estd associado conmumento cumulativo das doses de
mitoxantrona, assim como, com a pré-disposicadoeaghs cardiovasculares (MORRISSEY;
LE PAGE; EDAN, 2005).



PARTE

ACAO0 DO DERIVADO CS56 NA ENCEFALOMIELITE
AUTOIMUNE EXPERIMENTAL
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ESCLEROSE MULTIPLA

A Esclerose Multipla (EM) afeta cerca de 1,3 mikhde individuos em todo o mundo
com uma incidéncia aproximada de 7 novos casosapor para cada 100.000 pessoas
(VOLLMER, 2007). O inicio da doenca é principalmenbservado entre 20 e 40 anos, mas
10% dos pacientes sdo diagnosticados antes dosaks Bmbora os dados atuais da EM
tenham como base trabalhos europeus e norte amasjoastudos brasileiros objetivam uma
melhor caracterizacdo epidemiologica, assim corua, diferenciacdo em relacdo a outras
doencas clinicamente semelhantes, como a neurtemiéfitica. Os estudos nacionais
demonstram um perfil de pacientes com EM predonmé@maente caucasianos, mulheres,
apresentando a forma clinica remintente recorf@&R&RUDA et al., 2001; ALVES-LEON et
al., 2008; LANA-PEIXOTO, 2008).

Atualmente, existem duas hipéteses para a etioldgi&M: A hipdtese infecciosa
viral e a hip6tese autoimune. Elas sdo complemenitama vez que experimentos utilizando
modelos animais com base em tais hipoteses mosteyeneracdo axonal, como o fator
determinante da incapacidade neurologica irrevelrsigsim como, ocorre em pacientes com
EM (GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU, 2006).

De acordo com a hipotese infecciosa viral, apdfex¢ao os virus ativam as células
apresentadoras de antigenos (APCs), estes virusafi@es, por exemplo, de sarampo,
rubéola, entre outros) contém sequéncias protéicaitares as sequéncias dos antigenos da
mielina (mimetismo molecular) e, em hospedeiroceptéveis, ocorre reagdo cruzada, ou
seja, respostas imunoldgicas contra o virus qudtaes em reacdes contra os proprios tecidos
(GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU, 2006, BRETTSCHNEIDER@., 2009).

Na hipotese autoimune o processo de desmielinizaté@-se com ativacdo de
células T CD2Z periféricas com reatividade a mielina que atraamssa barreira
hematoencefélica em direcdo ao SNC auxiliadas ppaumento na expressao de citocinas
inflamatorias e de moléculas de adesdo e receptiereglimiocinas nas ceélulas endoteliais
desta barreira (RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003).sOauto-antigenos da mielina,
sobretudo a Proteina Basica da Mielina (PBM) eieoBioteina Mielodendritica (MOG) séo

apresentados por astrocitos, macréfagos e célulass g estas células T CD4
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desencadeando uma cascata que libera mediadol@satdrios e culmina com a lesdo ou
destruicdo da bainha de mielina (RANSOHOFF; KIVIS&KKIDD, 2003). A figura 2
resume todo este processo (NEUHAUS; ARCHELOS; HARTG,/J2003).

FPeriphery Central nenvous system

Ariation hEgration paaciivation miammatian Cemyeination Axona: damage
”mFm;E AOr2s0n e I |
. et Pergiratian
Antigen- S ’
presenting B
el — Aghasion

M-‘DII%\ corrsppell
TR proleasss TCR
Actioreactive (./,—p- I/.\'-—-p 3

T cell

Efcced -brain bamier

Figura 2 - Hipétese auto-imune da Esclerose mél{ipbnte: NEUHAUS; ARCHELOS; HARTUNG, 2003).

De acordo com dados atuais, a EM se desenvolve esso@s geneticamente
susceptiveis, podendo ser necessarios gatilhoseatals como, por exemplo, temperatura,
niveis de vitamina D, dieta alimentar e fumo (LINKND COOK, 2009). Individuos que
possuem parentes de primeiro grau portadores det&i,uma probabilidade de 2 a 5%
maior de desenvolver a doenca do que o restanpplslacdo, enquanto que entre gémeos
monozigoticos este risco € de 25% (DYMENT; EBERSDSVNICK, 2004).

Similar a outras doencas autoimunes mediadas paasél, 0os genes que conferem
risco especifico para EM sao da classe Il do amideucocitario humano (HLA)-DR e o
HLA-DQ. O maior risco ocorre nos individuos homagigos para os alelos DR15 e DR2.
Existem poucas informac¢des com relagdo ao risceétgenconferido pelos alelos HLA de
classe | (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Os sintomas mais comuns da EM sao fragueza mus@adeestesias, deficiéncias
visuais e/ou auditivas, alteracdes na coordenagorane no controle dos movimentos finos,
alteracdes urinarias e/ou sexuais, vertigens e#sedquilibrios, dores faciais, no tronco e/ou
nas extremidades, disartria e/ou disfagia, entt®suE mais comum em mulheres, sendo que
as primeiras manifestacdes clinicas ocorrem fredguente na idade adulta (HAFLER,
2004). Sabe-se que 15 anos ap6s o inicio da doesiga, de 50% dos pacientes necessitam
de auxilio para caminhar, e apos 25 anos a maésia incapacitada para andar. Estas

caracteristicas parecem se relacionar com o numergravidade dos surtos nos primeiros



17

anos da doenca, neste sentido o diagnostico etameato precoce sdo imprescindiveis
(TILBERY, 2007).

As manifestac¢des clinicas na EM incluem problenesariais, motor e no sistema
autbnomo, sendo possivel distinguir basicamentdrajufarmas clinicas da doenca. No
estagio inicial da doenca 85% dos pacientes agegea tipo remitente-recorrente (RR),
onde os surtos sdo de duracdo variavel, seguidosndeperiodo de remissdo e com
recuperacdo total ou parcial do individuo afetadmaioria dos pacientes do tipo RR evolui
para a forma secundaria-progressiva (SP), onde apésissao dos surtos, apresentam leve
progressdo da doenca. Aproximadamente 10% dosnpegi@presentam a EM primaria-
progressiva (PP) que inicia de forma progressiem @latds ocasionais e com pequenas
melhoras temporérias. Na apresentacdo progressioarente (PR) desde o inicio observa-se
0 agravamento da incapacidade com surtos clarantamtgficaveis com ou sem recuperacao
do paciente (SOSPEDRA; MARTIN, 2005; LUBLIN, 206GOVERMAN, 2009).

1.2 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

Os estudos de desordens neuroinflamatérias do $iINGaeientes € restrito devido a
dificuldade de acesso ao 6rgéo, sendo as inve8agdignitadas as alteracdes sistémicas que
ocorrem durante a progresséo da enfermidade enaesxde ressonancia, sendo que estes nao
refletem todas as mudancas que desencadeiam agoggatologico no SNC e isto explica,
em parte, a falta de terapias efetivas contra a EM.

Na tentativa de superar estas limitacoes o uso atielm animal torna-se necessario
para o estudo da patogénese da EM e também paseowblvimento de terapias efetivas no
tratamento desta patologia, pois os animais fomeestudos que podem conduzir ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéutiaes @ tratamento da EM ('t HART;
AMOR, 2003).

A EAE é o modelo animal mais amplamente utilizadmp estudo da EM, sendo que
varias razbes contribuem para a utilizagdo da EABocum modelo de autoimunidade
antigeno-induzida, tais como, o predominio de inflgdo com o envolvimento de células
mononucleares e a desmielinizacdo que séo casditiasi que se assemelham as da EM
(ERCOLINI; MILLER, 2006; YIN et al., 2010).
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Inicialmente a EAE, assim como a EM, foi caractt como sendo uma doenca
mediada por linfécitos CD4+ T helper 1 (Thl) e adqugéo de citocinas relacionadas a este
tipo celular, como producéo de interferp(i-N-y) e interleucina (IL)-12 (MARCONDES et
al., 2005; SOSPEDRA e MARTIN, 2005; WENSKY, 2005¢es e colaboradores (2008) em
estudo de transferéncia adotiva de células potlatz&m Thl inoculados em camundongos
tipo selvagem, deficientes em IFNe deficientes em receptores para N-ldvaliaram a
importancia do IFN¢ no estabelecimento de um infiltrado celular e eqgosnte
desenvolvimento de lesbes na medula espinhal, @asna cerebelo e tronco encefélico,
estabelecendo assim uma acéo localizada doylR&patogénese da EAE.

Atualmente sabe-se que linfécitos T helper 17 (Jhpiodutores de IL-17 estariam
diretamente relacionados com o desenvolvimentoAla ®MURPHY et al., 2010; KANG et
al., 2010;). A polarizacdo de linfocitos Th1l7 oeorra presenca de IL-23, IL-6 e do fator
transformador do crescimento-beta (TEEF-Em protocolos experimentais utilizando
camundongos geneticamente deficientes em IL-6 23lIndo foi possivel induzir a EAE,
indicando a importancia destas citocinas no dedeinvento da patologia e
consequentemente dos linfocitos Th17 (KROENKE, 2@3INTANA; WEINER, 2009).

O modelo murino C57BI/6 tem sido bastante Utilnducdo de EAE crbnica, severa e
sem recaidas, especialmente quando se utilizalamani® oligodendrdcito (MOG) como
indutora da doenca (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Este modelo pode ser induzido através de companelaePBM, da MOG ou da
Proteina Proteolipidica (PLP) (Figura 3) que, depde extraidos e purificados, sao
emulsificados e injetados nos animais susceptif@RIGORIADIS; HADJIGEORGIOU,
2006).
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PEPTIDEO LINHAGEM
MOG 35-55 CS57BL/6 e rato Lewis
MOG 92-106 SJLiJ

MBP nativa Rato Lewis
MBP 87-89 SJLIJ e SWRNJ
PLP 139-151 SJL/J e SWXNJ
PLP 178-191 SWX/J

Figura 3 - Seqliéncias indutoras do modelo de Efdsgectivas linhagens.

As formas clinicas da EAE podem variar de acordm @ protocolo de inducdo
utilizado. A inducdo com PBM desenvolve a formagpessiva primaria da EAE, ja com o
uso da PLP, observa-se a forma secundaria progaessguanto que o peptideo MOG induz
a forma recorrente-remitente da EAE. A glicopraaeMOG € expressa no SNC e esta
localizada nos corpos celulares e processos dpsdelndricitos e na camada mais externa da
bainha de mielina. Em func&o desta localizagdo aGM®m sido objeto de estudos que
apoiam a possibilidade dela ser o antigeno-alvengto no desenvolvimento da EM
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

1.3 TRATAMENTO DA EM

O tratamento da EM envolve os chamados agentesfioaoitires da doenca,
aprovados peloFood and Drug Administration(FDA) e séo classificados em
imunomoduladores ou imunossupressores, administi@delacordo com a fase e a progressao
da doenca (FOX, 2004).

Entre os agentes terapéuticos que estdo senddaesta ja aprovados pelo FDA para
o tratamento da EM podemos citar: interferon bdEN-B), o acetato de glatiramer,
natalizumab, fingolimod, daclizumab e mitoxantr¢B® RENSEN et al., 1999; NEUHAUS;
ARCHELOS; HARTUNG, 2003; JONES; COLES, 2010).
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O IFN é um agente terapéutico para o tratamento da Bivktanto, 0 mecanismo
de acdo responsavel pelo efeito benéfico do fFNao foi até o presente momento
completamente esclarecido (AXTELL et al., 2010)nYKong e Ganea (2010) abordam em
seus estudos a capacidade do F&n influenciar a migracdo de células dendritrjz@as o
linfonodo e também para o sitio inflamatorio. Ostrestudos também demonstraram a
capacidade do IF§-em inibir a diferenciacdo de Th17 e alterar ogdeentre células Thl e
Th2 (GUO; CHANG; CHENG, 2008; MARKAR et al., 2008t ARTIN-SAAVEDRA et al.,
2008). O tratamento com IFBlpode levar a reacdes no local de aplicacdo (65%%),
sintomas de gripe (45% - 57%), insbnia (18% - 218@res abdominais, problemas de
coordenacao e impoténcia (4% - 20%). O custo melsédatamento varia de R$ 3.200,00 a
R$ 6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009).

O acetato de glatiramer (AG) é frequentementezatib no tratamento da EM, sendo
composto de L-tirosina, L-lisina, L-alanina e Le8ma. Estudo realizado por Neuhaus,
Archelos e Hartung (2003) demonstraram que o acetatglatiramer atua polarizando a
diferenciacdo de células T CD4+ para o perfil Thdm e colaboradores (2004)
demonstraram que mondcitos isolados de paciendééadtis com acetato de glatiramer
produzem uma maior quantidade de IL-10 e baixateae da citocina pré-inflamatéria IL-
12. Recentemente, Burger e colaboradores (2009pm&raram que o acetato de glatiramer
aumenta o antagonista endogeno de fiL-denominado slL-1Ra reduzindo a inducdo de
células T por IL-B. O tratamento com AG pode levar a reacdes no teaplicacdo (30%),
sintomas de gripe (10%), dores abdominais (14% %)20nfeccbes (25% - 30%) e
taquicardia, palpitacdo (4% - 20%). O custo medsdtatamento varia de R$ 2.200,00 a R$
6.000,00 (CHIAO; MEYER, 2009; BOSTER, 2011).

O natalizumab é um anticorpo monoclonal IgG4 qupeitie a migracdo de células
através da barreira hematoencefalica por se ligategrina alfa 4 beta 1 (VLA-4) presente
em linfécitos. A ligagdo do natalizumab em VLA-4pade sua interagdo com seu ligante a
molécula de adesdo VCAM-1, expressa pelo endotészular (ELICES et al., 1990). O
tratamento com natalizumab pode levar a sintomagige (10% - 25%), dores abdominais
(8% - 28%), infeccdes (30%) e depressdo (4% - &@usto mensal do tratamento varia de
R$ 6.000,00 a R$ 7.200,00 (CHIAO; MEYER, 2009; ODét al., 2011).

O fingolimod é um agonista do receptor esfingodiffasfato que esta presente em
linfécitos e regula sua migracdo para os orgadsitlas secundarios. A intensa estimulagéo

do receptor esfingosina promove a internalizac&stedeeceptor e consequentemente, as
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células ficam privadas dos sinais de migracédo (S2KW et al., 2005). O tratamento com
fingolimod pode levar a sintomas graves como falaaiaca e infec¢des severas. O custo
mensal do tratamento varia de R$ 7.000,00 a R®DAFO'DAY et al., 2011).

O daclizumab é um anticorpo monoclonal IgG1 hunedozque se liga a cadeiado
receptor de IL-2 (BIELEKOVA et al., 2006). A acdo daclizumab no controle de células T
esta relacionada & expansdo e sobrevivéncia deasélumatadoras naturais (NK). Estas
células NK exerceriam um efeito imunomodular sasecélulas T por meio de um contato
entre as duas células. Bielekova e colaboradord¥)6)2 apresentam que células
mononucleares do sangue periférico quando trateal@asdaclizumab atuam promovendo a
expansdo e sobrevivéncia de células NK e estasyaowez seriam responsaveis pela morte
de célula T ativada. Pacientes com EM tratados dactizumab apresentam uma correlacéo
significativa entre células NK e declinio de lintée T CD4 e linfocitos T CD8. A
administracdo do daclizumab atua reforcando accitciiade de células NK sobre células T
ativadas (BIELEKOVA et al., 2006). O tratamento cdaclizumab pode levar a sintomas
graves como falha cardiaca e sangramentos. O custsal do tratamento varia de R$
5.000,00 a R$ 7.000,00 (O'DAY et al., 2011).

A mitoxantrona atua principalmente na periferiaj@icausa a inibicdo das APCs e de
linfocitos T auto-reativos, e no SNC, inibe os nmismos efetores de macréfagos e linfocitos
B (NEUHAUS; KIESEIER; HARTUNG, 2004).

Embora todos estes farmacos apresentem resultadosspores no tratamento da
EM, eles séo ineficazes na cura do paciente emefasdativa da doenca. Além disso, estes
farmacos apresentam um problema fundamental qua atsacéo nao seletiva nas células do
sistema imune, o0 que desencadeia efeitos colatgm@ses como leucoencefalopatia
multifocal progressiva, aumento das taxas de idescerupcdes cutaneas e ulceras (JONES;
COLES, 2010).
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do derivado antraquinbni©ogO-di-(3’-iodopropil)-1,4-
dihidroxiantraquinona (CS56), analogo da mitoxamdroa modula¢do da resposta imune no

modelo de encefalomielite autoimune experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito dos derivados antraquindnicos iadiidade de macréfagos;

v" Quantificar a producdo de NO em sobrenadantes ttara&ude macréfagos

estimulados com IFN-e LPS e tratados com os derivados antraquindnicos;

v' Avaliar a evolucdo do quadro de sintomas da EAEvas do peso e escore

clinico dos animais;

v' Avaliar o infiltrado celular no cérebro e na medwapinhal, através da
histopatologia;

v" Quantificar os niveis de citocinas e quimiocinas eracerado de cérebro, e

medula espinhal através da técnica de ELISA.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 SINTESE DOS ANALOGOS

Os analogos foram sintetizados no Departamentoudi@i@a da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF), e gentilmente cedidos @sttalo pelo grupo de pesquisa coordenado
pelo Prof. Dr. Mauro Vieira de Almeida. A mitoxamia foi cedida pela Quiral Quimica do
Brasil S.A.. Inicialmente obteve-se 0 composto aquimona que foi modificado para dois
compostos intermediarios, a diaminoantraquinonaliidroxiantraquinona. Apoés diferentes
reacoes foi obtida a substituicdo dos radicaisspdiferentes compostos que deram origem
aos derivados antraquinénicos analogos da mitoxaatfFigura 4). A mitoxantrona também
€ um derivado da antraquinona, na qual envolve acdre da leuco-1,4,5,8-
tetrahidroxiantraguinona com 2-[(2-aminoetil)Jametahol para formar a 1,4-dihidroxi-6,7-
dihidro-5,8-di[{2-[(2-hidroxietil)amino]etil}amino]9,10-antracenodiona.

O{CH, hEx
TEAE, THF
Tef e
OCH, I
(=048 2
w2 Ty @ (45%)
Hal
R -]
Tef hixe
% A CHCH,
O Hy I
£ (72%)
TEAF, THF

- e
e C{CH, el Tefhx
AT R e Sy DCEF
e — 10 (29%)
- Tef T e
% DNLE, \H, M B,y HE,
OH
1

54N g
7 (F0%) MM, Hg o= H,, I/ é T
EaltH, yOH, Byt 0y Eniﬂmmm ) EtOH.t L
refha g g

A DHCH, JH, O B, ) HE,
11 (735 12721%)
% e
[m]
o ’
OV Hy O

13 (40%:)
]

Figura 4 — Esquema de sintese dos derivados aintftadens7-13.
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3.2 AVALIACAO DO EFEITO DOS ANALOGOS DA MITOXANTRONA EM
MACROFAGOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-y

3.2.1 LINHAGEM CELULAR E CULTURA

Macréfagos J774.A1 mantidos a 37 °C em estufa de 6@) em RPMI-1640
suplementado (2 mM de L-glutamina, 100 pg/mé estreptomicina e penicilina, 5% de soro
fetal bovino) foram utilizados para o estudo. M&gos primarios de camundongos foram
adquiridos pela injecao intraperitoneal (i.p.) ¢d@ @ de tioglicolato (3%) (Sigma Chemical
Co., Saint Louis, USA). Apés trés dias, os camugdenforam sacrificados, a cavidade
peritoneal lavada com 5 ml de salina tamponadadgetantendo 0,1% de soro albumina
bovina e 20 umol/L de EDTA e o exsudato foi coletadcontado. A viabilidade celular de
ambos os grupos celulares foi avaliada pelo médedexclusao por azul de trypan 0,4%.

As células foram distribuidas (2x16ell/mL) em placas de 96 pocos em RPMI-1640
suplementado e mantidas a 37 °C em 5% de. ©S macréfagos foram cultivados por 48
horas na presenca ou auséncia da mitoxantronasodelivados nas concentracdes de 0,2, 1,
5 e 25 pg/mL e estimulados ou ndo com LPS (1pugBrEN-y (0.9 ng/mL) em quintuplicata.
Como controle foram utilizados células apenas estidas com LPS e IFM€e ndo tratadas
com os analogos, células ndo estimuladas e céhdlasestimuladas tratadas com DMSO

0,1% (diluente utilizado na dissolucéo da mitoxamdre dos analogos).

3.2.2 AVALIAGCAO DA CITOTOXICIDADE DA MITOXANTRONA E SEUS ANALOGOS

A viabilidade dos macrofagos J774.A1 foi determanpélo método colorimétrico do
MTT (coranteThiazol Blue Tetrazolium BromiddSigma, St. Louis, MO, USA). Para o teste,
apos o tempo de cultura de 48 horas os sobrenadandéen coletados para posterior dosagem
de NO e a seguir foram adicionados nos pocos coantes células cultivadas 100 puL de
RPMI e 10pL de MTT (5mg/mL). A placa foi incubad82&C em estufa com 5% de €O
Transcorrido o periodo de 4 horas a reacéo folifeda com o acréscimo de 100 pL de

alcool isopropilico acidificado com 0,4% de HCL 1N.absorbancia foi lida a 570 nm e a

citotoxicidade (%) obtida pela formula 10&@ ;2)*100), considerand&le;2 a media da
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OD (570nm) nos pocos de células tratadas com owades e células nado tratadas,

respectivamente.

3.2.3 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE NO

A concentracdo de NO (indiretamente determinada pelsagem de nitrito) foi
medida pelo método de Griess, no sobrenadante d®ré8 de cultura. Para realizacdo do
teste 100 pL de sobrenadante de cada poco forarsfdramlos para placas de 96 pocos,
posteriormente foi acrescentado igual volume dgaei® de Griess (1% de sulfanilamida,
0,1% deN-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5%3PQy, Sigma, St. Louis, MO, USA).
A concentracdo de NO foi determinada por comparagéouma solucédo padrao de nitrito de
s6dio. A absorbancia medida a 540 nm.NS- monometil-L-arginina(L-NMMA) foi
utilizado como padréo positivo do controle da ig#lm. A porcentagem de inibicdo foi
calculada em relacédo a inibicdo do L-NMMA e célidpsnas estimuladas.

3.3 AVALIACAO DO DERIVADO CS56 NO MODELO IN VIVO DE EAE

3.3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 40 camundongos da linhagem C57@&eas, com 6-8 semanas,
provenientes do Biotério do Centro de Biologia dgfducdo (CBR) da UFJF. Eles foram
mantidos na sala de manutencdo de animais do téborale Imunologia, em estantes
ventiladas e dietad libitum Todos os procedimentos foram realizados de accodo 0s
principios do Codigo Brasileiro para a Utilizac@Ahimais de Laboratoério. Este projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Psmaai Animais da UFJF (Protocolo
numero 006/2008)
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3.3.2 INDUCAO DA EAE

Cada animal foi imunizado por via subcutanea (®m)cada lado da regido dorsal
proxima a base da cauda com 189 do peptideo MOG&.ss (Sigma Chemical Co, Saint
Louis, USA) emulsionado em Adjuvante Completo deuRd (Sigma) na proporcdo de 1:1
suplementado com 400y de Mycobacterium tuberculosi@H37 RA; Difco Detroit, USA).
No dia da imunizacdo e apés 48 horas, cada angunabeu i.p. 300 ng de toxina pertussis

(Sigma) em PBS em cada aplicacao.

3.3.3 TRATAMENTO COM MITOXANTRONA E ANALOGO

Os camundongos foram divididos em 4 grupos: (a) EA&uzido e ndo-tratado); (b)
EAE tratado (induzido e tratado com mitoxantroii@);EAE tratado (induzido e tratado com
0 analogo CS56); (d) controle (ndo-induzido e matatlo).

O tratamento foi iniciado no 14° dia apos a indudaoEAE através de injecdes
intraperitoneais e se estendeu até o 21° dia apwhigdo, considerando-se o dia da inducéo
como dia 0. A mitoxantrona e seus analogos fordmddis em PBS com 1% de DMSO na
concentracéo inicial de 5mg/mL. As inje¢Oes i.pafo feitas na concentracdo de 1mg/kg em
100ul, adaptada de Piao e colaboradores (2007).

3.3.4 AVALIACAO CLINICA

Os camundongos foram pesados diariamente desdedadnducao (dia 0) até o dia
da eutandsia (21° dia ap0s imunizacao). Os anitabém foram avaliados com relagéo a
incapacidade neuroldgica através da escala apaglsent tabela 1, conforme adaptada por
De Paula e colaborados (2008).
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Tabela 1 - Escala de incapacidade neurologica

Cauda:

Oa
1
2

Um camundongo normal mantém sua cauda ereta elogg@move.
Se a extremidade da cauda esta flacida, comrteiadé@ cair.

Se a cauda esta completamente flacida e armastaperficie.

Membros inferiores:

0
1

Um camundongo normal tem uma marcha enérgica amasta suas patas.

Um dos dois testes seguintes é positivo:

-Teste da virada: enquanto mantém a cauda entmeggr e o indicador, vire 0 animal de
barriga para cima e observe o tempo que ele leka geertar a postura. Um camundongo
saudavel se vira imediatamente. Uma demora sugaredza nas patas traseiras;

-Posicione o camundongo na parte externa da gaiolaserve sua movimentacdo a medida
que ele atravessa de uma extremidade a outra di.g8e uma ou ambas as patas traseiras
freqlientemente atravessam as barras da gaiolagemmsos que ha uma paralisia parcial.
Ambos os testes anteriores séo positivos.

Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinagamdisia, mas algum movimento é
preservado, por exemplo: o animal pode agarrarmeasger na parte interna da gaiola por um
curto momento antes de se soltar.

Quando ambas as patas traseiras estédo paralisaslammundongo as arrasta enquanto se

move.

Patas dianteiras:

0

3

Bexiga:

0
1

Morte:
15

Um camundongo normal usa suas patas dianteirzemente para se agarrar e andar e
mantém sua cabeca ereta.

Andar é possivel, mas dificil, devido a fraquemauma ou ambas as patas; por exemplo, as
patas dianteiras séo consideradas fracas quandmendongo tem dificuldade em se agarrar
na parte interior da gaiola. Outro sinal de fraqué&Zalta de tbnus no pescogo.

Quando uma pata dianteira esta paralisada (infjplatzde de agarrar) e o camundongo fica
dando voltas em torno da pata paralisada. Nesseentonp pescogo também j& perdeu muito
de seu tbnus muscular.

O camundongo ndo pode se mover e ndo consegeedmia ou se alimentar.

Um camundongo normal tem total controle sobeeb&xiga.
Um camundongo é considerado incontinente quangdorgéo posterior de seu corpo esta

encharcada de urina.

 Pontuac&o numérica estabelecida arbitrariamente
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3.3.5 OBTENCAO DE PLASMA, ORGAOS E CELULAS

Apos 21 dias da inducéo de EAE, os camundongosfersganasiados por dose letal
de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (150 mg/Kg). Eoiletado o sangue (puncado cardiaca)
para a obtencdo de plasma, a medula espinhal eebreg¢ para dosagem de citocinas,
anticorpos e quimiocinas, avaliacdo do perfil @lel analise histopatologica.

3.3.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

No 21 dia ap6s a indugdo da EAE os animais foram seadfis e cérebro e medula
foram fixados por perfusdo em formalina tampona@BS 10%). Cortes transversais de
cérebro, transversais da medula em niveis centmacico e lombar, foram processados para
inclusdo em parafina. Cortes de 8 um foram corasH&E para avaliar a presenca de
infiltrados inflamatorios e corados com luxast bluepara avaliar a desmielinizagéao.

Os cortes foram examinados e documentados em mi@iosolympus BX51 atraves

de uma camera e software para aquisicao digitahtzgens.

3.3.7 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

Para a avaliacdo dos niveis de citocinas e quimasgipor¢cdes dos 6rgaos congelados
a -80° C foram descongelados e o cérebro e a medpiahal foram macerados em tampao
de extracdo de citocinas (100mg/mL) composto dé: Nd, de NaCl (Isofar Industria e
Comeércio), 0,05% de tween 20 (Isofar Industria en€wio), 0,5% de soro-albumina bovina -
BSA (Sigma), 0,1 M de fluoreto de fenil-metil-suifb- PMSF (Sigma), 0,1 M de cloreto de
benzetdnio - BC (Sigma), 10 mM de acido etilenoriie tetracético - EDTA (Sigma) e 20
pM de aprotinina - AP (Sigma). Em seguida, os hamegados foram centrifugados a
10.000 rpm por 15 minutos a 4° C e os sobrenad&mtas coletados e congelados a @0
As concentragcbes de IL-17, IRN-IL-12p40, IL-6, IL-10, TGFH, CCL20 e CCL5 nos
sobrenadantes foram determinadas pelo método Eutiizando anticorpos e concentracdes
comercialmente disponiveis de acordo com os prowatios recomendados pelo fabricante
para IFNy, IL-12p40, IL-6, IL-10, TGR3, CCL20 e CCL5 (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego, EUA) e para IL-17 (eBioscience, San Dj&{SA).
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3.3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados pela média #path@o. As variaveis numéricas
foram avaliadas nos diferentes grupos pelo testaodmalidade de Kolgomorov-Smirnov
para distribuicdo gaussiana dos dados. Foi utizatéste ndo paramétrico de Mann-Whitney
para determinacao das diferencas significantes estgrupos de camundongos, com nivel de

significancia menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
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4.1 AVALIACAO DO EFEITO DOS ANALOGOS DA MITOXANTRONA NA VIABILIDADE CELULAR E

PRODUGCAO DE NO EM MACROFAGOS ESTIMULADOS COM LPS E IFN-y

Os resultados obtidos nos experimenios vitro, sdo representativos de trés
experimentos independentes. A verificacdo dososfeibs derivados na viabilidade celular
foi determinada pelo método colorimétrico de MTToésultivo dos macrofagos por 48
horas. Os resultados apresentados na tabela 2amogtre os compostos testados, em sua
maioria, ndo foram citotoxicos nas concentracddésriores a 5 pg/mL, na linhagem de
macrofagos J774A.1. Ja para os macrofagos perito(ieabela 3), excluindo-se o analogo
CS56, todos os outros foram toxicos para as coremgigs superiores a lpug/mL. A
mitoxantrona, por sua vez, foi tOxica em todas @ascentracfes testadas em ambos os
macrofagos (Tabela 2 e 3).

A avaliacédo do efeito dos derivados na liberacad@epor macréfagos estimulados
com LPS e IFNy, mostra que o composto CS56 foi capaz de inilpiroducédo de NO pelos
macrofagos J774.A1 em niveis muito proximos ao mise pelo padrdo de inibicdo —
LNMMA - (Tabela 2). Entretanto, quando avaliadoapacidade de inibicdo da liberagéo de
NO nos macréfagos peritoneais, somente o compoStS Cevou a uma pequena inibi¢ao,

sem ser citotoxico (Tabela 3).
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Tabela 2.Inibicdo da producéo de Oxido Nitrico e viabilidazklular pelos derivados
antraquindnicos analogos da mitoxantrona em magosfa774A.1 estimulados com

LPS/IFN-.
Compostos Inibicéo de NO Viabilidade cellular

0,2° 1 5 25 0.2 1 5 25
(07)Cs 42 22% 24% 29% 949%°" 100% 100% 100%  86%°
(08)CS 56 35% 36% 71%  158%°t 100% 100% 100%  43%°
(09)CS 62 0% 0% 0% 16%°t 100% 100% 94%  71%°
(10)Cs 60 0% 0% 0% 0% 98% 96%  90%° 87%°
(11)CS 46 25% 28% 33% 5804CT 100% 100% 100%  72%°
(12)Cs 48d 0% 0% 0% 0% 100% 100% 100% 86%°
(13)CS 59 0% 0% 0% 0% 100% 100% 100% 79%°
Mitoxantrona 16%°" 62%  123%% 1419 72%°  30%°  22%° 199%°
LNMMA 100% 100%

& A porcentagem de inibicdo foi calculada em relagdnibicdo obtida pelo LNMMA e as células estimasad
ndo tratadas. Os resultados foram calculados usarddonula 100-(X ;-A)/( X »-A))*100, considerand(X; e

X, a media da concentracdo de NMJ nos pogos contendo os derivados e as célulasidatias ndo tratadas,
respectivamente. “A” corresponde a concentracdd@eo sobrenadantes dos pocos tratados com LNMMA.
P Concentracéo das drogasy(mL).

¢ Citotoxico.

! InibicAo relacionada com a citotoxicidade.

Tabela 3. Inibicdo da producdo de Oxido Nitrico e viabilidadelular pelos derivados
antraquinénicos analogos da mitoxantrona em mago&fgperitoneais estimulados com

LPS/IEN-y.
Compostos Inibicéo de NO Viabilidade cellular

0,2° 1 5 25 0,2 1 5 25
(07)Cs 42 8% 14%" 2206 119%%" 96%  80%°  76%° 68%°
(08)CS 56 14% 16% 26% 106%™ 100%  100%  97%  60%°
(09)CS 62 0% 0% 0% 350t 100%  90%° 85%° 61%°
(10)CS 60 0% 0% 0% 250°" 90%°  83%°  75%° 59%°
(11)Cs 46 13% 14%"  17% 3206°" 100%  83%°  80%°  62%°
(12)CS 48d 0% 0% 0% 0% 98%  90%°  85%°  78%°
(13)Cs 59 0% 0% 0% 0% 95% 93%  90%° 87%°
Mitoxantrona 923%™ 139%™ 14507 147%™ 80%°  47%°  36%" 33%°
LNMMA 100% 100%

4A porcentagem de inibicdo foi calculada em relagémbicéo obtida pelo LNMMA e as células estimaad
néo tratadas. Os resultados foram calculados usafatonula 100-(X ;-A)/( X »-A))*100, considerand X ; e

X, a media da concentracéo de N®Mf nos pogos contendo os derivados e as célulasidatias ndo tratadas,
respectivamente. “A” corresponde a concentracdd@eo sobrenadantes dos pocos tratados com LNMMA.
P Concentragéo das drogasy(ml).

¢ Citotoxico.

" InibicAo relacionada com a citotoxicidade.
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4.2 AVALIACAO DO CURSOCLINICO DA EAE

Apés a etapa de estudas vitro, o analogo CS56 foi escolhido por ter sido o
composto que combinava duas importantes caraatasst capacidade de inibir a producéo
de NO sem provocar citotoxicidade dos macréfagos.

Nesta fase do experimento foi determinado o cutBice da EAE nos animais
tratados com o analogo CS56. A evolucdo do quddn@e da EAE é determinada através
dos pontos atribuidos aos sinais clinicos apredestaa tabela 1, além da alteracdo no peso
dos camundongos. Os resultados obtidos do esdareoctios animais demonstraram que no
grupo EAE houve a detec¢éo do escore clinico naikl8pds a inducdo da EAE, o qual foi
progredindo até o pico no 19° dia apos a indugéamendo elevadamente estaveis apos este
dia (sinal clinico médio de 4 pontos) (Figura 5 #9.nos grupos tratados com MIT e CS56, o
pico ocorreu no 16° apos a inducdo do modelo eta gaste ponto houve uma tendéncia de
diminuicdo dos sinais clinicos da EAE e estes dadws significativamente diferentes do
grupo EAE (EAE induzidos e nao tratados) a pamirld® dia apds a indugédo para CS56
(p<0,05) (Figura 5 A).

Para os niveis meédios dos pesos dos camundongasujms EAE, MIT e CS21 ndo
foi observada diferenca entre os grupos (Figura 5 B
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Figura 5 - Sinais clinicos da EAE. Os animais foraonitorados diariamente para os sinais clinicoE A&
apos imunizacao com 1Q@ de peptideo MO%555 Os camundongos foram tratados (n = 5) ou naoghcem
1mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 durante 7 dias.E#gore clinico dos camundongos tratados e naaltsita
com MIT ou CS56. (B) Medidas de peso dos camund®rigduzidos tratados e ndo-tratados. Cada ponto
representa a média aritméticaSEM. *, p<0,05 quando comparados os animais toatdMIT e CS56) aos
animais nédo tratados (EAE). A linha pontilhadadadd dia do inicio do tratamento.
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4.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA MEDULA ESPINHAL

Para a avaliacao do infiltrado celular na medupangsl (Figura 6) foram feitos cortes
0os quais foram corados com H&E, para avaliacdo riitrado celular, ou LFB, para
determinacao do grau de desmielinizacao, paraugogrcontrole, EAE, MIT e CS56. Pode-
se observar um aumento do infiltrado celular nogltes dos animais com EAE e uma relativa
reducdo do infiltrado apds o tratamento com MIT &5& Além do aumento do infiltrado
celular uma maior extensdo da desmielinizacéo lslervada nos animais com EAE que

apresentou-se reduzida apés o tratamento (Figura 6)
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Figura 6 — Histopatologia da medula dos camundoimgagizados ou ndo com 1Q@ de peptideo MO%g.ss

Os camundongos foram tratados (n = 5) ou ndo (heom 1mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 durante 7.dias
Cortes representativos dos grupos examinados, @®reom hematoxilina e eosina (H&E), para andlise do
infiltrado de células, ou luxdhst blue(LFB), para andlise da desmielinizacdo. Aumentigifal: objetiva de
20X. Setas indicam os infiltrados celulares. BaGaim.
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4.4AVALIACAO DE CITOCINAS NA MEDULA

Os presentes resultados mostram que o tratamemd&56 reduziu os niveis de IL-
17, IFNy, IL-6, IL-12p40 e TGRH3 (Figura 7). J& o tratamento com MIT nao foi capgaz
reduzir os niveis de IFM-IL-6 e TGF$ (Figura 7 B, C e E) em relagdo ao grupo EAE
(p<0,05).

Os animais EAE apresentaram aumento dos niveik-d@&, IFN-y, IL-6 e I1L-12p40

(Figura 7 A - D) e, em relacdo a T@Festa manteve-se inalterada, quando comparados ao
grupo controle (Figura 7 E).
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Figura 7 — Avaliacédo das citocinas IL-17 (A), IFNB), IL-6 (C), IL-12p40 (D) e TG (E) na medula. Niveis
de citocinas no sobrenadante do macerado de mddutamundongos imunizados com 1ap de peptideo
MOGss 55 € tratados (n = 5) ou ndo-tratados (n = 5) com/Egnde MIT ou CS56 e grupo controle (n = 5) no 21°
dia pds-imunizacdo. Cada barra representa a méthaétca+ SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo

EAE.
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4 5AVALIACAO DOSNIVEIS DE QUIMIOCINAS NA MEDULA

A dosagem de CCL5 e CCL20 foi feita nos sobrenasadbdb macerado de medula
espinhal dos animais e pode-se observar que ongata com o analogo CS56 reduziu os
niveis destas quimiocinas nas amostras, enquarttatamento com MIT ndo alterou a
producdo das mesmas em relacdo ao grupo EAE (Fgju@s animais EAE apresentaram

niveis aumentados de ambas as quimiocinas em cagdueao grupo controle (Figura 8)
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Figura 8— Deteccdo de quimiocina. Producdo de C@\)5e CCL20 (B) no sobrenadante do macerado do
medula de camundongos imunizados com@te peptideo MO%g 55 e tratados (n = 5) ou ndo-tratados (n = 5)
com 1mg/kg de mitoxantrona ou CS56 no 21° dia pisitizacdo. Cada barra representa a média aritniética
SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo EAE.
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5 DISCUSSAO
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A EM é uma doenca cronica, inflamatoria e desmimdime do SNC com uma
etiologia ainda pouco conhecida (CEPOK et al., 2008 tratamentos para a EM disponiveis
atualmente possuem uma série de desvantagens gam@&xemplo, serem parcialmente
efetivos, ndo serem eficazes na contencdo da ps#Eypeda doenca, exigirem injecdes
regulares, além do alto custo (revisto por PLATTEYEINMAN, 2006). O presente estudo
investiga os efeitos do tratamento cdO-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona
(CS56), derivado antraquinénico analogo da mitaxewat, na modulacdo da resposta imune
utilizando o modelo murino de EAE. Os resultadodals mostraram um potencial efeito
terapéutico do CS56 na melhora dos sinais clirdedsSAE.

Neste estudo inicialmente foi avaliado o efeito desivados antraquindnicos na
viabilidade celular e na producdo de NO por magddaativados com LPS e IFN-Os
resultados mostraram que o CS56 foi capaz de iailiveragdo de NO causando pouca ou
nenhuma citotoxicidade aos macréfagos, principalen@a dosagem de \@/ml. Diversos
estudos, j& demonstraram a relevancia do NO, astet nitratos, aléem da NO sintase em
processos inflamatorios e na exacerbacdo dos me@ifoéA; PALMER; MONCADA,
1991; KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991; MULLIGAN et al.1991; LEVINE,
PUNIHAOLE; LEVINE, 2012; REYES, 2012). A EM, por rsema doenca inflamatéria
cronica (CEPOK et al., 2005), ja algum tempo vewspdeando o interesse de pesquisadores
para o papel do 6xido nitrico e derivados na pategg da doenca. Estudos mostram que o
NO esta envolvido na exacerbacdo da inflamacaoN® €na desmielinizacdo dos axénios, e
gue a inibicdo do mesmo, leva a uma melhora dasssaiinicos do modelo experimental
(PARKINSON, MITROVIC; MERRILL, 1997; POZZA et al.,2000; ENCINAS,
MANGANAS; ENIKOLOPOQV, 2005; ZENG et al., 2012; LJURAVLJEVIC(a) et al.,
2012; LJUBISAVLJEVIC(b) et al., 2012). Com isso)@eesultado de inibicdo da liberacéo
do NO, o CS56 foi escolhido como potencial compdstteste para a melhora da EAE.

Os resultados do presente estudo mostram que o 0iS&#paz de melhorar o escore
clinico da EAE. Esta melhora pode ser correlacianedm os baixos niveis de CCL5,
CCL20, IL-17, IFNy, IL-12p40, IL-6 e TGH na medulla espinhal condizendo com reducao
do infiltrado inflamatorio e da desmielinizacao.

A migracdo de leucocitos para 0 SNC € sabidamempeestrada por quimiocinas
produzidas pelas células endoteliais, astrocitavi@oglia (HESSELGESSER; HORUK,
1999). Previamente foi demonstrado que o bloquei€@R6, o receptor para a quimiocina

CCL20, é capaz de inibir o desenvolvimento da Ef&Bvaés da reducdo da quimiotaxia de
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células T CD4+ autorreativas (LISTON et al., 2009;LARES et al., 2009). Além disso, a
regulacdo do CCL5, ou do seu receptor CCR5, modutacrutamento de leucdécitos e
consequentemente, a patogénese da EAE (DOS SANTA@IS 2008; YANG et al., 2012).
Com isso, os niveis reduzidos de CCL5 e CCL20 ndufaeespinhal dos camundongos no
presente estudo, podem ser relacionados com adedacrecrutamento de células T CD4+
produtoras de IFN-e IL-17, sugerindo a melhora no sinal clinico ddeEEhos camundongos
tratados com CS56.

A desmielinizacdo na EAE, assim como na EM, é tadaldas lesdes provocadas
pelo processo inflamatério na substancia braneanbtbo ao prejuizo dos sintomas clinicos
(TRAPP et al., 1999; CLARNER et al., 2012; LEVY-BARANY; FRENKEL, 2012).
Lublin e colaboradores (1987) e em seguida, Wagscolaboradores (1991) demonstraram a
capacidade da mitoxantrona em reduzir a desmiafz nos modelos de EAE. O tratamento
com CS56, assim como a mitoxantrona, levou a redugddesmielinizacdo, reduzindo os
sinais clinicos nos camundongos induzidos.

As citocinas, principalmente IL-17 e IFj-vem sendo sugeridas com papel
importante na inducdo e na gravidade da EAE e da (KMIMIYAMA et al., 2006;
STEINMAN, 2007; PAREEK et al.,, 2011; CASIRAGHI et.,a2012). O'Connor e
colaboradores (2008) demonstraram que células Thdumras de IFN-séo capazes de
entrar no SNC néo inflamado e criar processo irdlénio no local, algo que as células Th17
nao sdo capazes e sO migrariam para o SNC apdaxespo inflamatorio estabelecido pelas
células Thl, exacerbando o mesmo. Ja Kebir e caldbres (2007) demostraram que 0s
linfocitos Th17 humanos sédo capazes de penetrarraita hemato-encefalica pela producéo
de IL-17, e ao adentrar no SNC liberam fatores z=pae causar a morte dos neurdnios e
promover a inflamagdo no local. Em revisdo desefmd@al por Pierson e colaboradores
(2012), os mesmos afirmam que os reais mecanismosgiilacdo da entrada de linfécitos
Thl e/ou Thl7 no SNC e da patogénese causada pedssnos ainda nao estédo
completamente esclarecidos, mas que existe um@adeéraparecimento de células IyN-e
IL-17+ na medula, determinando o modelo classic&AE, enquanto um predominio de IL-
17+ no cérebro dos camundongos determina um madigizo da EAE. O tratamento com
CS56 levou a uma redugéo tanto de NFNwanto de IL-17 na medula dos camundongos
EAE, correlacionando-se a melhora nos sinais d#nic

A citocina IL-6 é conhecida por estar envolvidapaogénese do SNC durante a

EAE, tanto por diretamente provocar a ativacdo daaglia e dos astrocitos (FERRARI et
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al., 2004) quanto por indiretamente promover confr-pG diferenciacédo de células ThO para
Th17 (VELDHOEN et al., 2006). Roy e colaborado&31@) demonstraram que a IL-6 induz
aumento da expressao de quimiocinas relacionadpsn@otaxia e adesdo de granuldcitos
para os vasos sanguineos do SNC levando ao agnatadtes sinais clinicos da EAE. Além
disso, O’'Connor e colaboradores (2012) mostrarane @qu reducdo da sinalizacdo
desencadeada pela IL-6, através do bloqueio das reeeptores, nas células Treg, impede
gue estas se tornem células produtoras de IL-ISN® inflamado durante a EAE. Diferentes
estudos ja demonstraram a capacidade de derivati@sj@nonicos reduzirem a producao e
liberacdo de IL-6 em diferentes modelos de inflaana@UO et al., 2001; HA et al., 2011;
LU et al., 2011; LU et al., 2012). No presente @stwo tratamento com CS56 reduziu ndo so
a IL-6, como também o TGE- correlacionando com a reducdo de IL-17 na medok&
camundongos.

A interleucina-12, devido sua relacdo com as cgltilal, € considerada de relativa
importancia na patogénese da EM e da EAE (SMITHIet1997; SMITH et al., 2011).
Devido as subunidades proteicas da IL-12 (p35 e),pé6tudos com camundongos
“knockouts” para as subunidades demonstraram gusubunidade p40, também subunidade
da IL-23, € quem estaria relacionada a suscepidoié e/ou agravamento da EAE (CUA et
al., 2003; MURPHY et al., 2003; ZHANG et al., 200Q) tratamento com CS56 levou a uma
reducao dos niveis de IL-12p40, condizendo tamb@mareducéo de IFM-IL17 e melhora
dos sinais clinicos dos camundongos.

Desta forma, os resultados obtidos pelo tratameowo O,O0-di-(3’-iodopropil)-1,4-
dihidroxiantraquinona sugerem potencial terapéutleste analogo para a encéfalomielite
autoimune experimental e consequentemente a eselpraltipla, porém estudos clinicos séao

necessarios para afirmar a eficacia deste composto.
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O tratamento com 00,0-di-(3-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (C8%
analogo da mitoxantrona, mostrou ser efetivo néhamaldos sinais clinicos da EAE através
da reducdo de CCL5, CCL20, IL-17, IRN; IL-6 e IL-12p40 na medula espinhal dos
camundongos, apresentando potencial terapéutieogpBAE, modelo amplamente aceito da

Esclerose Mdltipla.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 AsmMaA

A asma € uma doenca crbnica, na qual as vias a&@ascaracterizadas por
inflamacéo, hiperresponsividade e obstrucdo intente ao fluxo aéreo. Embora a causa
precisa seja desconhecida, parece resultar de uoteeadgdo entre fatores genéticos e
exposicdo ambiental (BLUMENTHAL, 2012). Manifes&-glinicamente por episodios
recorrentes de sibilancia, dispnéia e aperto rto gRIEDEIROS, et al. 2011).

Considerada um grave problema de saude, estimaes@ @sma afete mais de 300
milhdes de pessoas em todo o mundo, acarretanda der160 mil hospitalizacdes por ano
no Brasil, acometendo individuos de ambos os sek®dpdas as idades, grupos raciais,
culturais e niveis econémicos (GINA, 2011; DIRETR&Z DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA2012). A asma
severa corresponde por 5% a 10% dos casos, e &8@sado total de custos a saude
relacionados a asma (THOMSON; CHAUDHURI; SPEARS,1Y0Infec¢cbes com o virus da
gripe comum estdo entre as causas do aumento dasasera (KIENINGER et al., 2012).

O encargo econdmico imposto pela asma é considerénduindo tanto custos
diretos, como hospitalizacdes e servicos médiammtg custos indiretos, como perda de dias
de escola e trabalho. A asma causa sério impactguasidade de vida, restringindo
significativamente as atividades do individuo (FRZM et al., 2009, SHENOLIKAR et al.,
2011).

1.2. RESPOSTA IMUNOLOGICA NA ASMA

A asma é caracterizada por uma resposta de hip@delade imediata, sendo a
sequéncia tipica de eventos iniciada com a expmsic@éim antigeno, por via inalatoria
(AVERBECK et al., 2007). Essa resposta é predontémaente de células Th2, com altos
niveis de IgE total e alérgeno-especifica, eodiadfirdnquica, infiltrado de células T CD4+
nas vias aéreas e producao de citocinas Th2 (IL-8,e IL-13) (VIEIRA et al., 2007; CHU
et al., 2012). A citocina IL-4 leva a mudanca datipo para IgE pelos linfécitos B, a IL-5
recruta e ativa eosinofilos e a IL-13 estd assaciaab desenvolvimento de
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hiperresponsividade das vias aéreas e producaoude pela ativacdo da mucina 5AC nas
células caliciformes (KOCH et al., 2006; SHI; QIR05; YU et al., 2010; KANG; JUNG;
KIM, 2012).

A persisténcia de uma resposta Th2 leva ao remoeel@ das vias aéreas,
caracterizado por deposicdo de colageno e fibrastieds, hipertrofia e hiperplasia do
musculo liso, hipertrofia das glandulas produtodasmuco e aumento da vascularizagdo
(VIEIRA et al., 2007).

Nos ultimos anos, entretanto, tem sido bem estaleleque o desequilibrio do
sistema imunoldgico ocorrido nas respostas alégié® pode ser explicado somente pela
predominédncia de uma resposta Th2 em detrimentourda resposta Thl, havendo
participacdo tanto de células T regulatérias (Teg@nto de células Th1l7, nesse processo.

Mais do que isso, as células Th17 tem sido relacias ao aumento da severidade da
asma (LAJOIE et al., 2010; KUDO et al., 2012; MADRLEt al., 2012; NAKAGOME;
MATSUSHITA; NAGATA, 2012). A IL-17 est& relacionadsom a regulacdo da resposta
inflamatoria pulmonar e a defesa pulmonar do haspedHUNG et al., 2008). Porém,
individuos com asma severa demonstram nao somemteawmento exacerbado da
hiperresponsividade bronquica, como também umaaedey do infiltrado de neutrdéfilos e
aumento da producédo de IL-17 nos pulmdes (BARCZPKERZCHALA; SOZANSKA,
2003; CHAKIR et al., 2003; AL-RAMLI et al.,, 2009).ajoie e colaboradores (2010)
demonstraram que a producéo elevada e concomdantie-17A e de citocinas das células
Th2 levam os camundongos a desenvolver hiperresjidende bronquica severa. Além disso,
0 bloqueio da IL-17A reduz a severidade da doenca.

Ja as células T regulatorias CD4+CD25+ sdo compes@mportantes da homeostase
do sistema imune e a deficiéncia na sua atividade pstar relacionada ao desenvolvimento
de doencas alérgicas. Os mecanismos pelos quass esdulas atuam permanecem
controversos, mas estudosvitro ein vivo sugerem papéis relevantes para as citocinas IL-10
e TGFf e para fatores de transcricdo como o FOXP3. Nessdido, as células T
CD4+CD25+ atuariam normalmente suprimindo respobtes para alérgenos, regulariam a
inflamacé@o eosinofilica e limitariam o desenvolvittte do fendtipo de células pro-

inflamatorias Th2, principalmente, por limitar agucéo de citocinas (SHI; QIN, 2005).
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1.3. MODELO MURINO DE ASMA

O uso preditivo de modelos animais € essencial paatendimento das doencas e
subsequente desenvolvimento de novas e efetivamsinpara o seu tratamento (BRAUN;
TSCHERING; GRONEBERG, 2008). Os modelos murinosaga alérgica experimental
tém sido utilizados para investigar os mecanismmosinopatolégicos que levam ao
desenvolvimento dessa doenca (FERNANDEZ-RODRIGUEA. £2008).

Vérios protocolos para inducdo de asma alérgica&renpntal, tanto aguda quanto
cronica, tem sido publicados empregando uma ampal&edade de antigenos, rotas de
aplicacdo, doses, sequéncias e avaliagdes (BORGER, 2008, MCANULTY, 2011). A
maioria dos modelos para a inducdo de asma em camgos utiliza uma sensibilizacao
sistémica com diferentes proteinas, seguido porpemiodo de desafio que consiste na
exposicdo inalatoria repetida do antigeno (HOLM&SILARI; HOLGATE, 2011).

Em relagcédo a linhagem de camundongos, a mais comerusada € a BALB/c, pois
os camundongos dessa linhagem exibem uma tend§aneticamente determinada para
desenvolver uma resposta imune desviada para TDAR®ODER; MAURER, 2007). Entre
0s antigenos empregados, encontra-se o extratoado @ermatophagoidespp.) de poeira
doméstica (HDM), capaz de induzir uma forte respddt2, IgE-especifica, com elevada
producdo de muco, infiltracdo celular e broncorgdr (KAWAKAMI et al.,, 2012,
FREDRIKSSON et al., 2012).

Similarmente aos humanos, os camundongos desenvdiligerreatividade das vias
aéreas, inflamacao peribréonquica com infiltradossiindo principalmente de linfocitos e
eosindfilos, aumento na IgE total, desenvolvimedéo anticorpos IgE especificos para o
antigeno e hiperplasia das células caliciformes4SGDER; MAURER, 2007).

1.4. TRATAMENTO DA ASMA

O principal objetivo do tratamento da asma é armféie e manutencédo do controle da
doenca, ou seja, o controle dos sintomas e a pr@ueatas exacerbacgdes, ja que ndo ha cura
para esta patologia até o momento (DIRETRIZES DACERDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 22). Nesse sentido, a
combinacdo de corticoides inalatorios com beta-atgs de acdo prolongada caracteriza a

terapia mais eficaz disponivel atualmente. Alguiestas colaterais importantes, como por
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exemplo, catarata e osteoporose, podem ser obssrgadndo essas drogas séo utilizadas em
altas doses e por tempo prolongado (ADCOCK; CARAMI@RHUNG, 2008).

Nas crises de asma o tratamento deve ser institoiddiatamente para diminuicao
dos sintomas agudos, sendo os medicamentos dén@&siolbeta-2 agonistas inalatérios de
curta duracdo, podendo ainda haver a necessidadsodde corticosteréides orais (GINA,
2011).

A maioria dos asmaticos responde bem aos tratamatigponiveis atualmente,
entretanto, a exacerbacéo e a severidade da ds&agaventos comuns e de dificil controle
nos pacientes asmaticos (ADCOCK; CARAMORI; CHUN®GQ®). Nesses casos as opcoes
terapéuticas sao reduzidas e os resultados d@sn#atos com drogas alternativas como
ciclosporina, brometo de ipratrépio, sulfato de né&gio e aminofilina sdo variaveis e devem
ser avaliados individualmente (DIRETRIZES DA SOCHKDIDE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 203).

Apesar dos diferentes estudos de compostos cotivaeddicacia terapéutica na asma,
poucos trabalhos mostram o efeito de derivadosi@utnonicos em alergias pulmonares (LU
et al., 2011; CHU et al., 2012). Estudos com ovaeld antraquinénico emodin, mostraram
gue o tratamento com este composto reduz o imfdtrde eosinofilos e a atividade de
mastocitos, além de reduzir a producdo de citoclieisem modelos experimentais (LU et
al., 2011; CHU et al., 2012).

Existe, portanto, a necessidade de desenvolversndk@gas para tratamento dos

pacientes com asma severa e de dificil controlgr@a® que objetivem a cura da doenca.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do O,0-di-(3’-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (C$}
derivado antraquindnico andlogo da mitoxantrona,m@dulacdo da resposta imune no

modelo de alergia pulmonar induzida por HDM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Avaliar a evolugdo da obstrucdo das vias aéreadengia pulmonar (AP), através
da hiperresponsividade bronquica,;

v' Avaliar o infiltrado celular e producdo de muco npslmdes, através da

histopatologia;

v Avaliar os niveis de expresséo génica de citoa@sores de trasncricdo nas vias
aéreas, através de qRT-PCR;

v Avaliar a producéo de citocinas nos linfonodoshrenquiais, através de ELISA,;

v' Avaliar a evolugdo da obstrucéo das vias aéreaxaeerbacdo da AP com virus,

através da hiperresponsividade bronquica;
v Avaliar o infiltrado celular na exacerbacao da Alovirus;

v" Quantificar os nimeros virais na exacerbacdo da@® virus, através de qRT-
PCR.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1ANIMAIS

Foram utilizados camundongos livre de patdgendmbdagem BALB/c, machos, com
6-8 semanas, provenientes Waiversity of NewcastleEles foram mantidos na sala de
manutencao de animais, em estantes climatizadeasad libitum Todos os procedimentos

foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisarémais daUniversity of Newcastle

3.2 INDUCAO E EXACERBACAO DA ALERGIA PULMONAR (AP)

Para o estudo da AP, camundongos foram sensilmkziattanasalmente (i.n.) com 50
ul de extrato de alérgeno de poeira doméstica (hdusemite — HDM — g/ ul) nos dias 0O,

1 e 2. Os animais foram entdo desafiados, nosldias5, 16 e 17, com 50 de HDM (0,1
ug/ wl) i.n.. Camundongos nédo sensibilizados receberamenste solucdo salina. 24 horas
apos o ultimo desafio, os animais foram sacrifisadgura 9).

Para a exacerbacdo da AP, 24 horas apés o ultisafioleos camundongos foram
infectados i.n. com 50 pl de um solucdo com txifons/ml de virus do resfriado comum
(Rinovirus — RV) ou 50 pl de virus inativado potradvioleta (UVRV). Os camundongos
foram sacrificados 24 horas apés a infec¢do coimus yFigura 9).

Sacrificiodos Sacrificiodos
Sensibilizagao - _ _ camundongosdo camundongos
S0 plin. de Desafio— 50 plin. ot ido da AP exacerbacioda AP
HDM (1 pg/pl) de HDM (0,1 pg/ul) \L l/
/ot [ A |
R | | | | | | | |
Dias 0 1 2 ‘12 13 14 15 16 17; 18 19

!
Tratamento — 100 pl
i.p. de mitoxantrona
ou CS56 (1 mg/kg) Infecgdocom RV para os
camundongos do estudo

exacerbacaoda AP

Figura 9. Esquema de inducéo da alergia pulmon@) éAda exacerbacao da AP por infeccdo com virgsipe
comum (RV).
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3.3 TRATAMENTO COM MITOXANTRONA E CS56

Os camundongos do estudo da AP foram divididos egnupos: (a) nao-alérgico
(Salina); (b) HDM alérgico (HDM); (c) HDM alérgiom tratado com mitoxantrona (MIT); (d)
HDM alérgico e tratado com CS56. Para o estudoxdaegbacdo da AP os camundongos
foram divididos em 5 grupos: (a) ndo-alérgico (&3l (b) HDM alérgico com infeccdo do
virus inativado (UVRV); (c) HDM alérgico com infeig do virus (HDM+RV); (d) HDM
alérgico com infeccédo do virus e tratado com mittecana (MIT); (e) HDM alérgico com
infec¢d@o do virus e tratado com CS56 (CS56).

O tratamento foi iniciado no 12° dia apos o inidésensibilizacdo da AP através de
injecdes intraperitoneais e se estendeu até o id7°cdnsiderando-se o dia de inicio da
sensibilizacdo como dia 0. A mitoxantrona e o C85&m diluidos em PBS com 1% de
DMSO na concentracao inicial de 5 mg/mL. As injegdp. foram feitas na concentragao de
1 mg/kg em 100 pl.

3.4 AVALIACAO DA RESISTENCIA DAS VIAS AEREAS

A avaliagdo da resisténcia das vias aéreas fom fatraves da medida da
hiperresponsividade bronquica (HRB) dos camundomgodia do sacrificio (18° ou 19° dia
apos sensibilizac&o).

Os camundongos foram anestesiados por injecaoGiglife: pentobarbital (1:30) i.p..

A traqueia foi cirurgicamente exposta, os camundsnigram canulados e submetidos a
avaliacdo da resisténcia total dos pulmdes em s&sp doses crescentes de metacolina
através do pleitismografo de corpo inteiro (BuxdecEonics Inc. Troy, NY, USA) para
andlise de resisténcia e complacéncia dos pulméessisténcia foi medida pelo percentual
de aumento da resisténcia em relacdo a resistéasa (solucao salina - PBS).

3.5 OBTENCAO DE ORGAOS E CELULAS

Vinte e quatro horas apos o ultimo desafio ou apésmfeccdo com RV, os
camundongos provenientes da analise da AHR foramfisados por injecdo i.p. letal de

pentobarbital (300 pl a 1:30) seguida de exsangémaFoi coletado entdo o lavado
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broncoalveolar (LBA), por canulacdo da traquéiam @gulha (40x12), e instilacdo de 800 ul
de HBSS gelado. A cavidade toracica foi expostat&oeos lobos pulmonares foram retirados
e armazenados para dosagem posterior de cito@naacdo do perfil celular e analise

histopatoldgica.

3.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os pulmdes dos camundongos, que nao foram submetadbBA, foram fixados por
perfusdo em formalina tamponada (PBS 10%). Apdéprosedimentos para inclusdo em
parafina, cortes de 5 um foram corados em acidogieo de Schiff (PAS) — para analise da
liberacdo de muco — ou em azul de toluidina — paidise do infiltrado de mastocitos. Os
cortes foram examinados e documentados em micrimsofpnpus BX51 através de camera
e software para aquisicdo digital das imagens. berdicdo de muco e o infiltrado de
mastécitos foram contados em vinte campos com ragstia de 100 pfrcontendo as vias

aéreas de maior calibre.

3.7 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DO LBA

O LBA apo6s coletado foi centrifugado a 3000 rpm @€ minutos a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado e o pEdbipde células foi submetido ao processo
de lise de eritrécitos (Tampao de hemolise - Ctodd amonio — 4,15 g; Bicarbonato de
sédio — 1,0 g; EDTA — 0,0185 g; Agua Milli Q - 500L). Apds nova centrifugagédo o
precipitado celular foi suspenso em 100 pl de HB3$otal de células viaveis foi avaliado
por ensaio de exclusdo de azul de trypan em céamearieubauer. Para a avaliacao diferencial
das células do LBA, foram feitos citoesfregacodjzahdo a citocentrifuga Cytospin* 4
(Thermo, USA). As laminas foram ent&o coradas coay-Krunwald-Giemsa. As contagens

das células diferenciais foram determinadas deotmhde 300 células por esfregaco.
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3.8 ANALISE QUANTITATIVA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (QRT-

PCR) PARA AVALIACAO DE CITOCINAS E FATORES DE TRANSCRICAO

Lobo do pulm&o esquerdo de cada animal foi coletadas vias aéreas foram

separadas e armazenadas em RNA later (Ambion, B®AB0 °C. RNA total foi extraido de

acordo com as instru¢des do fabricante (mirVanaiRINA isolation kit, Ambion, USA). Os

RNA iniciadores especificos utilizados foram siatedos pela Sigma (Tabela 4). As reacoes
de qRT-PCR foram feitas usando o SYBR® Green (Kd&jpaystems, USA) de acordo com

as especificacdes do fabricante. RNA foi normabzeaim os niveis deypoxanthine-guanine

phosphoribosyl transferageiPRT) e a expressao relativa foi calculada cd4§* método.

Tabela 4 Sequéncias dos RNA iniciadores especificos atiz.

Primers Sequéncia (52 3)
Forward Reverse
IL-17F CTGTTGATGTTGGGACTTGCC TCACAGTGTTATCCTCCAGG
IL-17A ATCCCTCAAAGCTCAGCGTGTC GGGTCTTCATTGCGGTGGAGAG
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
IL-23p19 CCAGCAGCTCTCTCGGAATC TCATATGTCCCGCTGGTGC
IL-10 CATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG GCCTTGTAGACACCTTGGTCTTGG
TGF TGTGGAACTCTACCAGAAATATAGC GAAAGCCCTGTATTCCGTCTC
TNF-a GTCTACTGAACTTCGGGGTGATCG AGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACCT
IL-12p35 TACTAGAGAGACTTCTTCCACAACAAGAG TCTGGTACATCTTCAAGTATAGA
IFN-y CGGCACAGTCATTGAAAGCCTA GTTGCTGATGGCCTGATTGTC
STAT4 ACTATGGCAACAATTCTGCTTCA CGCCCCAACTGTTCATCCAA
STAT3 AATATAGCCGATTCCTGCAAGAG TGGCTTCTCAAGATACCTGCTC
Muc5a TGGGAACCATCATCTACAACCA TCCTGACTAACCCCTTTGACCA
Foxp3 AGCAGTGTGGACCGTAGATGA GGCAGGGATTGGAGCACTT
RORYyT CGCGGAGCAGACACACTTA CCCTGGACCTCTGTTTTGGC
Thet TGCTTCTAACACACACGTCTTT TGATCTCTGCGTTCTGGTAGG
RV GTGAAGAGCCSCRTGTGCT GCTSCAGGGTTAAGGTTAGCC
HPRT AGGCCAGACTTTGTTGGATTTGAA CAACTTGCGCTCATCTTAGGCTTT
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3.9 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS NOS LINFONODOS PERIBRONQUIAIS

Linfonodos peribronquiais foram coletados e maaesadraveés de filtros de nailon de

70 um. Os tubos foram centrifugados, 1500 rpm @ominutos a 4° C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado celular foi submetidiseade eritrcitos (tampéo de lise). Apos
nova centrifugacdo, o precipitado celular foi smspee as células viaveis foram avaliadas
por ensaio de exclusédo de azul de trypan em cameakieubauer. As células foram ajustadas
para uma concentracdo de 1,%&6lulas/mL e colocadas em cultura em placas deo86s

(fundo em U) na presenca de HDM (50 pg/mL) porasdem estufa de G@5%) a 37° C.

No sexto dia as placas foram centrifugadas (1560 #® minutos 4° C) e o sobrenadante foi
coletado para dosagem de IL-5, IL-13 e ENDs niveis das citocinas foram determinados

por ELISA seguindo as intru¢des do fabricante (BBsBiences Pharmingen, USA).

3.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE MARCADORES EM CELULAS PULMONARES E DOS

LINFONODOS PERIBRONQUIAIS

Para a avaliacdo dos perfis celulares nos pulmaes énfonodos peribronquiais dos
camundongos, ambos os orgaos foram individualmerdeerados em 500| de RPMI
incompleto utilizando-se uma placa de 24 pogos.sAptaceracdo o material foi transferido
para tubos falcon de 15 ml e centrifugado por 18utois a 1200 rpm a 2°C. Apds a lise dos
eritrocitos, foi distribuido 3@l desta solucéo celular em cada po¢o de uma p&aéé gocos
onde foram acrecentados 10 dos marcadores nas seguintes combinacdes: adti-CD
PE/anti-CD8-FITC/anti-CD3-PerCP e anti-CD3-PerCR/@D19-FITC (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA.). Ap6s 30 minutos de incubagdgeto e em ambiente escuro foi feita a
leitura em aparelho de Citometria de Fluxo (FACSG#&8D) em ambiente climatizado a 20°
C. Os dados foram analisados saitwareespecifico (FACSDiva — BD). As analises foram

feitas através do numero absoluto de células examel® os marcadores.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados pela média #pach@o. As variaveis numéricas
foram avaliadas nos diferentes grupos pelo testaodmalidade de Kolgomorov-Smirnov
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para distribuicdo gaussiana dos dados. Foi utizatbste ndo paramétrico de Mann-Whitney
para determinacdo das diferencas significantes estgrupos de camundongos, com nivel de
significancia menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
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4.1 AVALIACAO DA HIPERRESPONSIVIDADE BRONQUICA (HRB)

Para investigar as propriedades anti-inflamatédasCS56 e da mitoxantrona, foi
induzida a alergia pulmonar (AP) nos camundongodBé Os camundongos do grupo
HDM apresentaram elevada resisténcia das viassafrgde a metacolina (Figura 10). Apés
o tratamento com CS56 ou mitoxantrona, houve redong&esisténcia das vias aéreas (Figura
10).
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Figura 10 — Hiperresponsividade bronquica (HRB).a@snais foram submetidos a analise da HRB no E8° d
apos a sensibilizagdo. Os camundongos foram tmtgde8) ou ndo (n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrooa
CS56 durante 6 dias. Cada ponto representa a raétliaética+ SEM. *, p<0,05 quando comparados 0s
animais tratados (MIT e CS56) com os animais rétadios (HDM).
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4.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO PULMAO

Para a avaliacdo histopatolégica do pulmao, foraitod cortes os quais foram
corados com PAS ou azul de toluidina, para os grgpbna (A e G), HDM (B e H), MIT (C
e l) e CS56 (D e J). Pode-se observar um aumemadmero de células produtoras de muco e
no infiltrado de mastécitos nos pulmdes dos aniralgigicos (Figura 11 B-F e H-K). Apds o
tratamento observa-se uma reducao do numero daséhiiciformes produzindo muco e do
infiltrado de mastocitos (Figura 11 C-F e I-K). Al@lisso, o tratamento com mitoxantrona ou

CS56 reduziu a expressdo do RNAm (Mucb5a) para gémlde muco (Figura 11 F).
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Figura 11 — Histologia do pulméo dos camundongogrdpo salina (A e G), HDM (B e H), mitoxantrona ¢C
I) e CS56 (D e J). Cortes representativos dos grgp@aminados. Aumento original: objetiva de 10XtaSe
indicam a producdo de muco. Cabecas de setas nmdicamastocitos. * lamen bronquico. Barra 50 pum.
Contagem média das células caliciformes (E) e dastdnitos (K) em 100 pim* p<0,05 quando comparados ao

HDM. (F) Expresséo relativa ao grupo salina de RNpara mucina nas vias aéreas. * p<0,05 quando
comparados ao HDM.
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4.3 AVALIACAO DA CONTAGEM CELULAR NO LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

Para avaliar as possiveis alteracdes nos numetokres nos diferentes grupos
experimentais, o LBA foi coletado e subemtido atagam por azul de trypan e May-
Grunwald-Giemsa. A indugdo da AP elevou o numetal tde células (Figura 12A) por
conseguinte o numero de neutrofilos, linfécitopracipalmente, eosindéfilos (Figura 12B). O
tratamento com mitoxantrona ou CS56 reduziu o naneal de células e os numeros de

neutrofilos, linfocitos e eosinofilos presentesbBA (Figura 12A e B).
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Figura 12 — Contagem de células no BAL. Contagetal tA) e diferencial (B) de células no BAL de
camundongos HDM tratados (n = 8) ou ndo-tratades§hcom 1mg/kg de MIT ou CS56 e do grupo salina (
8) no 18° dia. Cada barra representa a média aidareSEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM.
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4.4 EXPRESSAO DE RNAM POR QRT-PCR

Para avaliar as possiveis alteracdes na expresdadblAm para os diferentes perfis de
células T auxiliares, as vias aéreas foram subagtidandlise por gRT-PCR. O tratamento
com CS56 reduziu a expressdo de RNAm relacionaapeidil de Thl como STAT4, Thet e
TNF-o (Figura 13). Mais do que isso, o0 CS56 reduziuroscipais parametros relacionados
ao perfil Th17 — STAT3, RORT, IL-17A, IL-17F, IL-23 e IL-6 (Figura 14). Alémisko, o
tratamento foi capaz de aumentar a expressao darRpaka T reguladoras — FOXP3, IL-10
e TGF$ (Figura 15). O tratamento com mitoxantrona reduziexpressao de todos os
marcadores analisados, excluindo-se FOXP3, IL1:22b35 e IFNy (Figura 13 e 15).
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Figura 13 — Expressao de RNAm relacionados aol@drli. Expressao relativa a salina de STAT4, Tbhl--

a, IL-12p35 e IFNy nas vias aéreas de camundongos AP induzidosaeldsa{n = 8) ou ndo-tratados (n = 8)
com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representédia aritmética SEM. * p<0,05 quando comparados
ao grupo HDM.



81

44 A g B
6+ *
' Ea . 1
W_I_ S )
rE
& &
F &
. ke ’
=
T = |
& &
f.rd‘, f.td‘,
2 .
&
&
= ——
&
cf.:
4F 4F

Figura 14 — Expressao de RNAm relacionados aol pérfi7. Expressédo relativa a salina de STAT3, ROR-
IL-17A, IL-17F, IL-23p19 e IL-6 nas vias aéreas cEmundongos AP induzidos e tratados (n = 8) ou nao-
tratados (n = 8) com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cadaabeepresenta a média aritméticasSEM. * p<0,05
guando comparados ao grupo HDM.
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4.5 DOSAGEM DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE DE CULTURA DOS
LINFONODOS PERIBRONQUIAIS

Os niveis de citocinas (IFN-IL-13 e IL-5) foram quantificados no sobrenadaahde
cultura dos linfonodos peribronquiais e estdo gmtados na figura 16. O tratamento com
CS56 reduziu os niveis de IL-13 e IL-5 (Figura 16 ) e aumentou os niveis de IfyN-

(Figura 16 C) em comparacado ao grupo HDM (p<0,3%)ncidentemente, o tratamento com

mitoxantrona apresentou os mesmos padroes do C&pbd 16).
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Figura 16 — Dosagem de citocinas no sobrenadantltiega dos linfonodos peribronquiais de camundsng
AP induzidos e tratados (n = 8) ou ndo-tratados 8 com 1mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra reptasan
média aritmética SEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM.
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4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAODE MARCADORES CELULARES

Para avaliar as possiveis alteragcbes na expressdmatcadores celulares nos
diferentes grupos experimentais, células pulmonarele linfonodos peribronquiais foram
submetidas a marcacdo e analise por citometridude.fOs resultados da expressédo dos
marcadores celulares demonstraram que o grupo Hksantou um aumento de todos os
marcadores quando comparados ao grupo salina &1g0y nos pulmdes e nos linfonodos.

Com relacdo aos tratamentos, observou-se que MOS®6 reduziram o numero
absoluto de células que expressavam CD3, CD4, COBX nos pulmdes (Figura 17A) e

aumentaram os mesmos nos linfonodos dos camund{ffigosa 17B).
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Figura 17 — Expressdo de marcadores celularesefséo absoluta de CD4, CD8, CD3 e CD19 nos pulmdes
(A) e linfonodos peribronquiais (B) de camundongds induzidos e tratados (n = 8) ou ndo-tratados @)

com 1 mg/kg de MIT ou CS56. Cada barra representédia aritmética SEM. * p<0,05 quando comparados
ao grupo HDM.



87

4.7AVALIACAO DA HRB NA EXACERBACAO DA AP

A AP exacerbada pela infeccdo com RV foi utilizap@aa investigar as propriedades
anti-inflamatoérias do CS56 e da mitoxantrona noawalongos BALB/c. Os camundongos
do grupo HDM+RV apresentaram elavada resisténciaviles aéreas frente a metacolina
(Figura 18) em comparac¢do aos camundongos infectamo RV inativado (UVRV). Apos o
tratamento com CS56 ou mitoxantrona, houve redngaeesisténcia das vias aéreas (Figura
18).
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Figura 18 — Hiperresponsividade bronquica (HRB).a@snais foram submetidos a analise da HRB no #0° d
apos a sensibilizagcdo. Os camundongos foram trat@dse8) ou ndo (n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrona
CS56 durante 6 dias. Cada ponto representa a raditiaética+ SEM. *, p<0,05 quando comparados o0s
animais HDM+RV com todos 0s outros grupos.
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4.8 AVALIACAO DA CONTAGEM CELULAR NO LBA NA EXACERBACAO DA AP

Para avaliar as possiveis alteracdes nos numetokres nos diferentes grupos
experimentais, o LBA foi coletado e subemtido atagam por azul de trypan e May-
Grunwald-Giemsa. A exacerbacdo da AP elevou o miimogal de células (Figura 19A) e por
conseguinte o numero de neutrofilos, linfécitopracipalmente, eosindéfilos (Figura 19B). O
tratamento com mitoxantrona ou CS56 reduziu o naneal de células e os numeros de

neutrofilos, linfocitos e eosinofilos presentesBA (Figura 19A e B).
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Figura 19 — Contagem de células no BAL. Contagetal tA) e diferencial (B) de células no BAL de
camundongos HDM tratados (n = 8) ou ndo-tratadesghcom 1mg/kg de MIT ou CS56 e do grupo salina (
8) no 19° dia. Cada barra representa a média @idadeSEM. * p<0,05 quando comparados ao grupo HDM.
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4.9 CONTAGEM DO NUMERO DE COPIAS VIRAIS NA EXACERBACAO DA AP

Os camundongos do grupo HDM+RV apresentaram elavddoero de copias do
virus (Figura 20) em comparacéo aos camundongestatfos com RV inativado (UVRV) ou
salina. Apos o tratamento com CS56, houve redugaaimero de cépias virais presentes nas
vias aéreas (Figura 20). O tratamento com mitogaatmao reduziu 0 niamero de copias

virais (Figura 20).
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Numero de copias de Rinovirus

Figura 20 — Contagem de cépias virais. Os aninmiani submetidos a contagem de cdpias virais nas via
aéreas, por meio de gRT-PCR, no 19° dia ap6s ésagdo. Os camundongos foram tratados (n =8haw

(n = 8) com 1 mg/kg de Mitoxantrona ou CS56 dur#@ntkas. Cada barra representa a média aritmet®aM.

* p<0,05 quando comparados aos animais HDM+RV.
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5 DISCUSSAO
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No presente estudo o tratamento conD,O-di-(3-iodopropil)-1,4-
dihidroxiantraquinona (CS56), derivado antraquindrandlogo da mitoxantrona, reduziu os
fatores caracteristicos da doenca alérgica das aé@sas, como hiperresponsividade,
inflamacéo das vias aéreas com presenca de etssdeutrofilos e linfocitos, recrutamento
de células T para os pulmdes, expressao de faterésanscricdo Th1l7 e hipersecrecao de
muco. Mais do que isso, o tratamento com CS56dpaz de induzir o aumento de fatores
caracteristicos de células Treg (FOXP3, IL-10 e BEF

A asma é determinada como uma doenca inflamatgudaaa-crénica das vias aéreas
com recrutamento de eosindfilos, hiperresponsigdadonquica (HRB), hiperplasia das
células caliciformes e hipersecrecdo de muco (RAEEal., 2011). Além disso, o
remodelamento das vias aéreas, como consequén@@addade citocinas e quimiocinas, €
sinal caracteristico da asma (DOHERTY; BROIDE, 20Qrtratamento com CS56 reduziu a
AHR, o infiltrado de eosindfilos além de diminuirpgoducdo de muco nos pulmdes dos
camundongos, levando a uma melhora da doenca. Aiéso, o tratamento reduziu o
infiltrado de mastécitos nos pulmdes. Cho e colatbores (2012) demonstraram papel
importante dos mastocitos durante a inflamacéovams aéreas, principalmente alterando a
resposta de Th2 para uma resposta predominanthtg ® que causa a exacerbacdo da
asma.

Além disso, apesar da resposta imune na asma iseipptmente induzida pelas
células do subtipo Th2, células dos subtipos THIL7T mais recentemente Th9, assim como
células T reguladoras, sdo capazes de modulapastasimune aos alérgenos nos pulmdes
alérgicos (LLOYD; HESSEL 2010). Mais do que isso¢c@fath e colaboradores (2012)
demonstraram que um grande numero de pacienteseapen asma sem a infiltracdo
caracteristica de eosinofilos. Baraldo e colabaesl(2011) sugerem que mecanismos além
da resposta Th2 podem estar envolvidos na patoltegelguns pacientes. O tratamento com
CS56 reduziu a expressao génica de fatores cdsictes de células Thl7 e Thl, além de ter
reduzido a liberacéo de citocinas de resposta I[k23 e IL-5) e mais do que iSso aumentou
a expressdo de fatores de células T reguladoraRawilli e colaboradores (2009), assim
como, Kudo e colaboradores (2012) demonstraram aque-17 leva a um aumento a
hiperresponsividade além da severidade dos casasnda. Mais do que isso, 0 aumento da
resposta de células Th1l7 ocasiona uma agravadisaigdio de neutréfilos nos pulmdes dos
pacientes asmaticos acarretando na piora do gefdico da doencga (WILSON et al., 2009,
NAKAGOME; MATSUSHITA; NAGATA, 2012). Ja a ativacdode mecanismos
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imunoreguladores, através da liberacdo de IL-10G&{I, que fazem parte do perfil de
células reguladoras, podem suprimir uma gama deammuos celulares (SEROOGY;
GERN, 2005; von BOEHMER, 2005). Interessantememteatamento com o CS56 foi capaz
de aumentar a expressédo de FOXP3 e também dedl.FGF$.

A infiltracéo de linfocitos T, CD4 e CD8, e de Iiwitos B, nos pulmdes dos pacientes
asmaticos é um fato muito bem documentado (YIN@l.etl997; LLOYD; HESSEL, 2010;
SCANLON et al., 2011). O tratamento com CS56 rades numeros de células expressando
CD4, CD8, CD3 e CD19 nos pulmdes, porém pode-serafsum aumento dos mesmos
marcadores nos linfonodos drenantes dos pulmdgsrisdo que apos o tratamento houve
uma reducdo na migracéo destas células. Hutchisolakoradores (2009) demonstraram que
a migracdo de linfocitos para as vias aéreas iriti® ocorrem em fluxos determinados que
indicam fases distintas de localizacdo e apres@&otde antigenos. A disparidade na migracéo
de células dos linfonodos drenantes para os ldesisflamacéo levam a reducéo na patologia
e severidade da asma (PLE et al., 2010, LI e2@11).

As exacerbagbes da asma sdo manifestacbes comungidmado asmatico,
constituindo-se no evento mais temido pelo pacipoteser causa de grande morbidade. A
asma severa corresponde por 5% a 10% dos casasa 5% do total de custos a saude
relacionados a asma (THOMSON; CHAUDHURI; SPEARS]11)0 A asma severa esta
associada ao aumento da produgcédo de IL-17 (AL-RAMLIal., 2009) e Lajoie e
colaboradores (2010) sugeriram um papel critica paaumento de IL-23-Th17 através do
aumento de IL-13. Alguns estudos ja demonstraraencglulas produtoras de IL-17 podem
levar a inflamacao neutrofilica, o qual esta relaada a baixa fungdo pulmonar, piora da
asma e aumento das exacerbacdes (SIMPSON et @b, RD-RAMLI et al., 2009; HASTIE
et al., 2010). Com isso, a asma severa nao € semard doenca mediada pela resposta Th2,
mas envolve a ativacdo anormal de células Thl7 (WAWILLS-KARP, 2011) além do
acumulo de neutréfilos nas vias aéreas (WENZEL £1997).

Aléem da exacerbacdo por desregulacdo nas funcdaekares, as infeccdes, por
exemplo, infeccdes virais, podem ocasionar o agnanéo da asma (GAVALA; BERTICS;
GERN, 2011, KIENINGER et al., 2012). O tratamentmmcCS56 foi capaz de reduzir a
hiperresponsividade e o infiltrado celular na exaagéo causada pela infeccdo com o virus
da gripe. Além disso, o tratamento reduziu o nunteraépias virais encontradas nas vias
aéreas dos camundongos. Diferente do CS56, a mitoxa, apesar de ter reduzido a AHR,

nao foi capaz de reduzir o numero de cépias viksssudos ja demonstraram que derivados
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antraquindnicos, incluindo a mitoxantrona, sdo rapade reduzir as infeccbes virais
(ANDERSEN et al., 1991; SEMPLE et al., 2001; DENGak, 2007; XIONG et al., 2011,
SCHWARZ et al.,, 2011; ALTMANN et al., 2012), poréan mitoxantrona € relacionada
durante o tratamento a infec¢des oportunistas ijpos (NAKANO et al., 2011).

Conforme o exposto, os resultados obtidos peloartrahto comO,O-di-(3'-
iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona sugerem paieh terapéutico deste analogo para a
alergia pulmonar e consequentemente a asma, p@tmos clinicos sdo necesséarios para

afirmar a eficacia deste composto.
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6 CONCLUSAO
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O tratamento com 00,0-di-(3-iodopropil)-1,4-dihidroxiantraquinona (C$%
derivado antraquinonico anédlogo da mitoxantronastroa ser efetivo na melhora da alergia
pulmonar através da modulacdo das respostas imemesvidas, tais como, reducdo do
infiltrado de células, principalmente eosindfilos, liberacdo de muco, dos niveis de IL-5 e
IL-13 e aumento de IL-10 e FOXP3. Além disso, fapaz de reduzir o efeito da exacerbagéo
da AP por infeccéo viral, sugerindo um potenciahpéutico no tratamento da asma e da

asma severa.
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Multiple Scherods [M5) &5 an auteimmuene inflammatory disease
directed sgalnst nyelin proteins and isthe most common human de-
myelinating dseass of the central nervous sysiem [CNS) | 1] 1t was
demansrated that the s of myelin proteins leads to loss of sensi-
dwify, musde weaknes, difficuides with coondination, balanoe, blad-
der and bowel that are standard halimarks of the pathology 230 A
large number of cytokines and deemolines play pivotal role in the
establishment and maintenance of sutcimmune disorders [4] In the
present study, the expedmental sutoimmuone encephalomyelitis
[EAE} model was used because |t resembles many feanres of MS
sueh a5 T-cell mediated autoinflammation in the 045 |5

It hus besen ahemnanotrated that the andoncer s mt mi i antr s
[MITL which & an anthracene-based molecek, was efficient in
treating MS and its actions are believed tobe due 1o mons pecific (nhi-
iithon of T el and B cell proliferation and macrophage activation |6
MITwas firstiried inthe EAE model in e mid-19805 sooesfully re-
verdng paralysis and reducing the number and extent of pervasowlar
lesions in brain | 7] Clinical development of mitoxanirone was taken
Torward in the clinic leading 1o its approval for use in M5 In 2000
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ments | 78] Therefore, there is 5 need to develops Fecthe amd bess mke
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immene cells

In this study, reatment with the anthrasgquinons dervative 0.00-
It~ 3 -hodopromll Ld-dikidro yanthragd none  [DIFDHAQ)L 3 mito-
santrone analog improved the clinical signs of MOG-induced EAE
These mprove ments were asoclated with reducion of inflammatory
cytokines in e spinal cond. Overall the resudes indicale DIFDHAD a5 a
meew Candlida e compaomd for the treatment of M5

2. Materials and methods
21, Chemim] mmpounds

Mitoxantrane [MIT) was kindly provided by “Quiral Quimica
do Brasl SA= The compound 00°-bis-[ 3" -chloropropyl)-1.4-
dilsid roxyanthraguinone (compound 1) was prepared by trest-
ment of the 14-dihdroxyanthraquinone [FHAQ, ACROS) with
potassium cabonate and 1-bromo-3-chloropropane, in butanone
under reflux Reaction of compound 1 with sodium jodide in
butanons at reflus fornished DIPDHAD (Fig. 1), DIPDHAD was
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purified by column chromatography and characterized by infra-
red and NMR specirascopy.

A2 In wira assay

A  cells wene mainta ived in EPME 1540 supplemented (2 mM
1-glutamine, 100 pgmi-" of strepomycin and penicillin, 5% fetal bo-
vire serum] at 37°Clima humidified atmosphere of 5% C0;. Per tone al
macrophages of naive mice were olated by intrapen tone 2 | njedion
of 2.0kl of sterile 3% thiog by col Lare [ Sigma Chemdcal Ca, Saint Lo
USA ). After Jdays, mice were sarificed; the peritomeal @vity was
rinsed with 5ml kee-cold PBS containdng 0.1% BSA and 20pmal] di-
sodium EDTA Cell visbdliy by trypan bus escledon was =935
Cells were seeded in 96-well plates at 3 density of 1% 10° cellsiml
Call weare incuhated 5t 37°C in 5000, inthe presence of mi e anmone
of DIFDHAG {25, 5, 1 and 0.2pg'ml) for 48 b Mitotantrone and its an-
alog DIPDHAL were solubllized in dimethiyl sulidde {DMS0 — S
St Lowls, MO, USA), never exceeding 0.1% (viv), and diluted in
RPMI-1640 { Giboo, Grand lsland, 1F5A) before wse.

23 MTT sy

Cell viabili ty was measened ws ing the 3- (4. 5-dimathyl thlazalyl- 2)-
2 S-tiphse iy Ire crazoliom bremide [MTT) test in nanestinmlated cell
culiimes. After 48 h of culture the supemnatant was emoved and the
cells wene incubated with 10wl of supplementad RPM mediem
and Togl of MIT [Smgsml) for 4h ot 37°C in 5% OO0 The reaction
wias stopped by 2dding to each well 100 of an acidiclsopropand -
luton [100ml of sopropyl dcokal 04ml of HOl 10N Following
10min of imcubation af room temperature, the optical density {0D]
vilues at 5T0nm were determined (Spectramax 190: Molecular De-
vices, Sumyvale, C4USA) (910

24 Andmak

Female C57H/E mice 6-Bweeks old were obtalned from thee And-
mal Care Facllicles of the Federal University of Julz de Fora (UFJF}
and howsed in microsolater ciges at the Laboratany of Tnmaemadogy
All procedures were in sooandance with the primd ples of the Brazillan

2 1 0r-e- 37 ok

QICH, Tl

Ml Butanome
el

OJUH; Rl ]
1 z
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o TIEPTHHA O (0B 3 SneSaparogry -

L L ¥

trested with DIPDHAG | DIFDHAD growp ) snd binmidzed and trested
with Mitaantrene | MIT growp ). The EAE group recelved only vehicle
iLp. DIFDHAD group of MIT group received 1mg ke body weight of
DIPDHHAL oF mibosantrone, respectively, in 0.1 DMSO Lp. daily for
Tdays since the Mth day post-immundzation |11}

26, Clinkcal as5es sment

Mice were welghed and observed daily for clinkesl signs of EAE up
2 1dpl. The clinkcal status was assessed scoring certain pas of the
mice body individually acoording to Table 1 [12.13] In @ of death,
mice were scored 15, The final dally dindal score was obtalned
adding all individial scores assesed

27 Cytakine and chermakines praducrion in e spinal cord

Splnal cond tismue samples were obtained from control and
imminized mice at day 21 post-immunization and welghted
One hundred milligrans of dssees was homogenized in 1ml of
TAM NaCl 005% Tween 20 [Merck & Co. In, Whitehouss
Sration, USA), contalning 05% boviee semum  albumin (BSA),
0.1 M phenylme thyloulfonyl fuards [TMSF], 001 M benzathan um
chlarde, 10mM erhylenediaminetetraacetic acld [EDTA) and 20
kR mil aprotinin [Sigma ] The sipernatants were collected fo de-
termine the concentration of 1L-17, 1fM-5, IL-12pdi, 1L-6. TOF-R,
CCL20 amd COLS a1 110 diletbon in 1% BSA in phosphate buflered
salime (PBS ). Concentrations were asyyved by ELSA using com-
merclally avallable antbodies and according to the procedures
supplied by the manufacturer [BED Bloschkences Pharmingen, San
Mega, LISA]L

28 Preparabion of spinal cord and histological stairing

To evahuate spnsl cord tisswe histology, five mice per group were
euthanized under anestheda perfised by intracndiac panaure with
5ml of AT buffered fermalin on day 21 post- immmendza tion. The spinal

Caede fior the Lise of Labora bory Andma b5 This project was app d by
the Etlies Committes an the wie of lhoratry andmals from UFF

2.5 FAF induction and DIPDHAD trafiment

Groups of 10mice were subcutaneousty [2.0] immundzed or ot at
both sdes of the tail base with 100ug of MOGys = peptide [Sipma)
emulsified val vol in compde te Frewnd's adjuvant | CFA) [Sigma) awp-
plemented with apg of attemested Mycobacferum ubenculsis
HITRA | Difica, Detradr, UFSA L Pertussts tosdn, 300 animsl | Siema),
was injected intra pertoneally (Lp) on the day of immunizs don and
A8 1 later. Mon-immunized mice were uted a5 ontrol

Immusized mice were divided into theee growps (o= 10} mice
per grep): immamized mot-treated (EAE group). immumized and

Tabde 1
Ll e B o
Parvod She By Cinical smas Soare®
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2 Meorophage « WT
150 3 J77ah 1+ DiPOHAD
[0 Wercphige = DPLEAD

Wiabsility (%)

Fig. & Cyiomonoy assdy. Prmary mice feriodes meonphagss | pETm bars) and
AR celis {pilain Bam | weee culimered By 43 B e peence of serial dllusens of
BATE ared DMRDHAD {25)ighoni 10 07 g ami ). Dl wiewe codiartad 10 deermine the pas-
cempe of oypmosciy by the MIT =1 Each bor represess the aarhimest meams
SEML %, p= 005 when comparesd oo conered {inod treated colls), Genteed cefls | Dogimil),
jpentoneal mac mphages | paren barjand [7740 § cofis|whie tar) Resein are neqine-
senmare of thres dfffsrent evpeiments

conds were fiked (n 4T buffered fomalin and embedded in paraffin
H-pm-thick section were stained with hematoxdin and sotin | HEE |
ar 10+ thick sections wers dained with Lisa] fast blue | LB )-cresyl
vioket, to assess dasue damage, inflammation ad denmpell nation.

2.9 Smrketies

Results presented hete represent three indepe nde nt eXperiments
and are presented a5 the mean +5EM. The signficance of differences
betw enn groups was analyzed wsing a5 nede nis test, Mann-Whimey
test, Or Dwi-way ANOVA (GraphPed Prism 5.00) when appioprisce.
The differences were conshdered sgnificant at p<0.05.

1. Reaults
3.1, DIPDHAG mearment showed knver deintdeiry on imacropha ges

Cyroadoiny was evalusted &6 cellular visbdlity in the presance of
varis comEenrations of the tested compownds. IIPDHAD did mot
present cytoteic effect in almost all cocentrations esed; reducing
the vialulity to-50K only in the highest concentration used [25pg'mi}
in 77440 macmophage lineage and in mice peritonea | macrophages

5
= BAE
N = M
- DiFDwRG
g e SOrTRL
1

[Fig. 2). Howsver, miloxanthone was cyTobsde 3t all oonoe i atkns
tested . demonstrating the lower tosdclty of DIPDHAQ [Fig. 21

12 Netiralogical deficirs

The axonal damage in mice affering from EAE is represented by
well defimed signs such a5 il paralysis and hind-limb weaknes
ITLIZL Fig. 3A shows thar immuntzed mice presented EAE signs
sty a5 weakness/paralyss of il and imbe which became apparent
around days 10-12 following [mmundzat on. Moneover, |ntraperiic-
neal injections of DIFDHAD and MIT demonstrated 1o be effactive in
Heating MOy EAE indwced mice. Clindcal dems of disease in
the rested groups showed a minor peak af day 16 after immendza-
tierts [MITT: 23 4108 INFDHADG: 22+ 1.03 ) maintaining lower dind-
cal soore, while the untreated froup peaked at day 19 (38-+0.58),
with an elevated dinical scone. From the day 17, the group treated
with MPDHAD showed promiunced differences io clinical soore
[p=0.05) in companison with the EAE group [Fg 3A). The injec-
tlans of neither IPDHALD mor MIT influenced mezn weight com-
pared to non-immunized contral or EAE (Fig- 361

33, Histalagical evalingon

Spinal cord inflammarion and demyelination [Fg. 44 ) were par-
formed ar 215t day post-immunization. Mie from the DIPDHAD
group presentsd reduced inflammation and dermyelination when
comparad 1o EAE growp [Fig 4A L Spinal cord of BAE group showed in-
Mmooy el nfitrare s in the leptomendngeal sites when compared
1o e gathve oonitrol | Fig-4A). Inflamma tory cell infilirates were assocl-
sted tovacuolstion and secomndary degenaration of parenchyma con-
shotent with demyel inaton | Fg 4A]

34, Spinal cand chearnoldine analyes

COL 20 and COLS kevals bncsupe matants from macerates of spnal avnd
weere measured af day 21 post-immundzation | Fg. 48 and C). The EAE
group shiwe d higher chemaold ne levels { Fig. 4B.and C) when compared
1o mon-immaendzed contrel group (p<0051 The group mested with
DIPDHAD showed significant (p=0005) lower levels in companison
with the EAE group (Fig 48 and C). MIT treatment increased COLS5
[ Fig 481

15, Spinal cord cyfok e analyses

IL-17, TRy, IL-12pdl IL-6 and TGF- levels in sepematants of
speimal cord mace rates were measered at day 21 peost-| minen 2ation
The EAE group showed increased levels of IL- 17, IFN-+y, IL-12pad
amd IL-6 [Fig- 5A-0) when compared to the non- immunired control

-+ EAE
= NIT
-a DIPCHAG

i ]
R R T T T
[HUYE POST MMUNEATON

R E R T T I T IT LITT]
[AYS POST MMHERTDN

Fitg. 3. Clinical assessmeent. Anrals wede manmoned dafly for cinica i s of EAF 2 fer immmsizarion wih |00 MOGe, . papmide, Mioe-wene meamed (=10} of not (o= 10} with
T gy Doty wesigind od DEPOFUAG) o WIT s Tdays. |A) Climica i oomes of EAE mace T2 aiod oo fsd wirSi MIT of EPDEIAC | B} M an we kg of BAE meoe mea 2 or nod with MIT ar
DAPDHAG Each padnt Tepiecsis the aifumetic mean s S Dashed e beginmeng of the IEament *, pril0s
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Fig. 4. Divease porame e AT 2 Fdpd spinal ool vere Temoved, Maed and ambedided b paofin (A | Heaeiogy of spinal cood, HAE and (7R EAE grasp showe d infla mima 'y sites
|amoms) and seoodany de g oeramodn of parenciyma with dermelmarion: Bar = 50pm. (8,0 Chemoinine el Spina conls wene emaved 2nd borogenined 60 a0 S men -
Jantien { 100umg of e per | M} Sopervaiants wene oodlecied W defenmine the oo eniration of 005 (8] and OO0 {C) Each har represenss the asthimes T mean 5L

" peOs. Resalls are ol Bhires

graip (p=0.05). The IPDHAQ group showed lower levals of 1117,
IFN-, IL- T2, 1L-5 snd TGF-H (Fig. 5A 0 E] i comparison with
the EAE group | po0u05). Swrprisngy, only 1L-17 and IL- 12pd0 were
significantly decreased in mice treated with MIT {Fig. 54 and O in
ormpantsan with the EAE group

4. DiEcussion

The present sty demonstrated that treatnventwith the antluragul-
none dervatve 00-ts-[ 3 -Godopropy]] -1 A-dilvdros yantireg e o
[DIPDHAG), improved dinial signs of MOG-induced EAE in (S7H/6
mice. Amelioration of EAE was asocls ed with lower levels of inflam-
by ek e i thee spimal cord. DIPFDHAD had reduced in virocyto-
o ATy i aoempear o with miboes antrone | MITL

MIT is recommanded a5 2 first Une dineg for patie nis with mal ignant
Torims of WIS and 25 & seonnd line dreg in tease with rels ping- remitting
M5 and the secondary progresive M [ 14150 Although da on kag-
term afficacy and safety of MIT in ME pafents and the real mechanism
of MIT action are still wnknowi, recent shelies agpeseed that @ease
remision & well main@ined in eated patients [7] Moremver, it is
beeliewd thar nonspecific oytobosd dty effects on macrophages and lym-
phaoytes, are the major meclandsms respensble for the dinical effects
ol MU i WS partients | 111 The prese of stuy shamwed highdn viimo cyto-
toxddry of MIT on macrophages which could be related with the e
duced clinical score of the MIT treated mice In the search for analogs
withoptimal the rapeutic efficacy, the primany struedural dunges intro-
duced imtn the anthracens-, i-dione have been (4] varacken of the
& ey b ey sl e e () e o ehond e of thee hyebroay sulbs titwenits
A for the al kyl amd ne side chadng of the anti acenedione chromophore
|16 The e bevaied cytonosd oty of mimxantrone el be relsted to e
presence of the N-0-O tangulstion. which increxses DNA binding
potency | 17] Moreover, the reduced oytstosddty of DIFDHAD could
be related to the abence of 58 Iydroxy growps in the aromatic rng.

Different studies related the presence of tese groups to ootaxcity
amcd mecstably the candivim ity of mimeantmone [16-19§ The comentra -
e of 25¢ fmd in the dn virm fests was e d @ determine 2 poameter
between MIT and DIPHAD in higher doses Treamnent with higher
st of MIT normally shemws plasma vahses | 20§ lower than 25 pgiml,
e concentration wed in this study, whichdiminishes the o gnificance
of thee DIPOHAD cytotosic parameter reasl.

The resulis presented here indicate that treatment with DIFDHAD
improves the clinical score of EAE This | mprovement was correl ated
with lower levels of OCLS, OOL200 1L-T7, TFAN-y, IL-12p40, 16 and
TGF-p im the spinal cord and with both les inflammarion and ks
demyel inarion

The migraton of leckocytss o the ONS k8 orchestrated by
chemaokines produed by endothe lia] cell § perivasoular macrophages.
astrocytes, and microglia |21] It has been demonstraed that the
blockede of CCRE, a OCL20 receptor, (nhibited the development of
EAE due to reduced priming of aone sctive CDd -+ T cell 5|22 | The re-
disced levels ol CCLS and COL20at the spinal cand in the present work
cmild be relsted with redised recrultment of IFN-y-prodidng CD4
cells (C015) and 1L~ 17-producing €04 cells [C0.20], which ik ex-
plain the redured inflammatory cell Infilorate, and the lower damye-
limation in the DIFDHAQ reated group, cawsing improvement in
cll mical shgms.

Diemye lina thon in EAE. asch as in M, is a resul of the inflammato-
ry lesions in the white matter leading to clini@l deficits [23] The
reatment with DIPDHAQ reduced the detmpalination in spinal cond
sugpesting a comeLaton wirh the lower clinda] signs.

1L-17 aned IF N=+y play important roles in the induction and severity
ol M5 amd EAE]24.25 ] Mareover, the deflclancy of IL- 17 ar the wse of
-1 7-Hocking antibodies preventad the development andjor ne-
duced the severty of BAE [24] IFN-vy isaloimvolved in the induction
amd severity of EAE but recnt studies showed that TFN-y seaeting
cells infiltrate the brain dierdng the development of EAE It these
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cells are mot detected in sipnificant numbers on days 10-14, which
follows the onset of clinkcal symproms |2526] Furthermare, it has
beedy sugpesiad that EAF can be induced by mansferring T cells tuat
secrete IL-17, but not by T eells that soets Py, soough boh
ypes of cells can cross the Wood-brain barrer and infilrate tee
CH5 [27]. Therefore, hased in the resulis presented here, the sbove
pathway seems 1o be comelated with DIFDHAGD effecty, leading 103
deareased inflammation and reduction of EAE shpns

IL- 12 huxs also beeen @nsidered important in EAE wiene studies of
IL-12 sulsindts {IL- 12p35 and [L- I2pd4d) revealed that pdd—/— mice
weTe resitant to EAE deve lopment, whereas pi5—/— mice were s1s-
ceptible to EAE | 28.29] Considering that IL- 12 pd0subwndt is also pan
of IL-29, special attention was given to 11-23 in EAE, amnd it Is believed
e pdid—/— mice were resistant to EAE asa result of decreased 11-23
actiity and podnt to 2 minor role of IL-12 for EAE development {30]
In accordance, the present siudy has demonstrated a reducton in
1L-12p40 levels after NPT AL treatment, which could e sssocistad
with lower number of IL-17 producing cells and improved clinical
SO0TE

IL-6 is ksiwen 1o be invadved in CMS infla mmation and pathal ogy of
EAE, aither direaiy through sctivation of microglia and asmocytes{31]
or indirecdy. ogether with TGF-p. by promoting the d ferent] ation
A expansion of Th17 cells {32] In the predent wark DIPIHAD teat-
ment decreased the kevels of IL-6 and TGFR, witlch ould have affeaed
IL-17 production.

In condision, treament vith DIFDHAD [ O0'-bis-{ ¥ -lodoprapyl)-
1 A-dhilui dremeyanthragueinon: ) showed to be effective in improvire tee
clinfal sigrs of EAE which appears fo be associated with lower levels
of OIS, OOL20, IFN-y and 1L-17 in the spinal cond. The rode played by
OOLS5 and OO 20 inomoedul ating 1FN-7 and 1L-17 product on and amel io-
rating EAE and MS deserves furtser attention
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ANEXO B — ARTIGOS SUBMETIDOS

Inhibiting AKT phosphorylation employing non-cytaio anthraquinones ameliorates TH2
and TH17-mediated allergic airways disease andrxiins exacerbation
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