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RESUMO

Introdugao: A esclerose multipla (EM) € a doenga desmielinizante inflamatéria mais
prevalente do sistema nervoso central (SNC) no mundo. A encefalomielite autoimune
experimental (EAE) € o modelo animal estabelecido para o estudo da patogénese e
novas terapias para a EM. Foi demonstrado que o 6leo de copaiba possui
propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetoras. O B-cariofileno (BCP), um dos mais
importantes sesquiterpenos deste 6leo, modula a expressao do fator de transcrigao
NF-kB estimulando o receptor canabindide 2 (CB2). Objetivo: Os perfis de IL-17, T-
bet e GATA-3 foram avaliados in situ no SNC. Além disso, as possiveis propriedades
de remielinizagédo estimuladas por BCP em camundongos C57BL/6 com EAE foram
investigadas. Métodos: A EAE foi induzida em trés grupos de cinco camundongos
C57BL/6 fémeas, com administragao de BCP em dois grupos (25 e 50mg/kg/dia) por
gavagem, apos o décimo dia de indugdo. Aos nove dias de tratamento, os trés grupos
foram eutanasiados e o SNC foi removido e preservado. Nos cortes histoldgicos,
foram feitas as técnicas de imunoistoquimica e coloragao pelo método de Weigert -
Pal - Russel para mielina. Resultados: Para o grupo BCP (50mg/kg/dia) houve
reducdo de IL-17 no encéfalo, cerebelo e medula (p <0,05), diminuicédo na T-bet (p
<0,05) na medula e no cerebelo e aumento de GATA-3 (p<0,05) no cerebelo.
Observou-se remielinizagao e melhor organizagao da mielina nos dois grupos tratados
com BCP (p<0,001). Para outros resultados nao houve significancia estatistica em
comparagao com o grupo EAE (grupo BCP 25mg/Kg/dia). Conclusao: A presente
pesquisa permitiu verificar o efeito imunomodulador do BCP sobre os aspectos
inflamatoérios da EAE em camundongos C57BL/6 in situ. Seu efeito claro sobre a
diminuicdo da expressao de citocinas IL-17, o fator de transcricdo T-bet, a forte
remielinizacdo apresentada, juntamente com o aumento do GATA-3 (cerebelo)
demonstrado em nivel tecidual, confirmam o potencial terapéutico para o tratamento

de doencgas inflamatdrias e desmielinizantes, tais como EM.

Palavras-chave: Esclerose multipla. Encefalomielite autoimune experimental. B-

cariofileno.



ABSTRACT

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is the most prevalent inflammatory
demyelinating disease of the central nervous system (CNS) in the world. Experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the established animal model for the study of
pathogenesis and new therapies for MS. It has been shown that copaiba oil has anti-
inflammatory and neuroprotective properties. B-caryophyllene (BCP), one of the most
important sesquiterpenes of this oil, modulates expression of the transcription factor
NF-kB by stimulating the cannabinoid receptor 2 (CB:2). Objective: The profiles of IL-
17, T-bet and GATA-3 were avaliated in situ in CNS. In adition, the possible
remyelination properties stimulated by BCP in C57BL/6 mice with EAE were
investigated. Methods: EAE was induced in three groups of five female C57BL/6 mice,
with administration of BCP in two groups (25 and 50 mg/kg/day) by gavage, after the
tenth day of induction. At nine days of treatment the three groups were euthanized and
the CNS was removed and preserved. In histological sections, the techniques of
immunohistochemistry and staining by Weigert - Pal — Russel’s method for myelin were
made. Results: For the BCP group (50 mg/kg/day) there was reduction of IL-17 in
brain, cerebellum and medulla (p <0.05), decrease in T-bet (p <0.05) in medulla and
cerebellum and increase of GATA-3 (p<0.05) in cerebellum. It was observed
remyelination and better organization of myelin in both groups treated with BCP
(p<0.001). For other results there was no statistical significance in comparison with
EAE group (BCP 25mg/Kg/dia group). Conclusion: The present research allowed to
verify the immunomodulatory effect of BCP on the inflammatory aspects of EAE in
C57BL/6 mice in situ. Its clear effect on the decrease in IL-17 cytokine expression, the
T-bet transcription factor, the strong remyelination presented, together with the
increase in GATA-3 (cerebellum) demonstrated on tecidual level, confirms the
therapeutic potential for the treatment of the inflammatory and demyelinating diseases,
such as MS.

Keywords: Multiple sclerosis. Experimental autoimmune encephalomyelitis. B-

caryophyllene.
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1 INTRODUGAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga autoimune do sistema nervoso
central (SNC) de evolugéo crdnica e progressiva, caracterizada por inflamacéo focal,
desmielinizagdo e dano axonal. Sua etiologia ainda n&do foi completamente definida,
mas os modelos mais atuais de pesquisa propdem que sua patogénese se desenvolva
a partir de fatores genéticos e ambientais (SOSPEDRA; MARTIN, 2005;
KAKALACHEVA; LUNEMANN, 2011; ELLIOTT 2012; FONTES, et al.,, 2014;
DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Entre as doencas inflamatérias autoimunes, a EM é a mais comum, afetando
mais de 2,5 milhées de pessoas no mundo, principalmente mulheres. Contudo, no
Brasil, estudos de prevaléncia sao escassos (foram relatados 14 casos para cada
100.000 habitantes em Sao Paulo em 1997 e 5 para 100.000 habitantes no Rio de
Janeiro em 1999 (ROSATI, 2001).

O diagnéstico precoce ainda é dificil e, na auséncia de uma prova imunoldgica
especifica, os critérios para diagndstico da EM sdo baseados na anamnese, no exame
fisico do paciente, na analise do liquido cefalorraquidiano, por imagem de ressonancia
magnética (IRM), por dosagem de anticorpos e por estudos eletrofisioldgicos. Os
sintomas sdo variados e incluem: fraqueza muscular e de extremidades, ataxia,
espasticidade, fadiga debilitante, parestesia, vertigem, comprometimento visual,
comprometimento cognitivo, disfungdo do intestino e da bexiga, além de problemas
emocionais e sexuais, podendo levar ao o6bito apdés anos (MILLER et al., 2005;
AKKUS; AKDEMIR, 2012).

Os processos que levam ao desenvolvimento da EM ainda devem ter seus
detalhes esclarecidos, mas o envolvimento de linfécitos T CD4+ com o fendtipo Th1,
produtores de citocinas inflamatdrias e angiogénicas, como TNF-a, IL-6 e o fator de
crescimento endotelial vascular (vascular endothelial grouuh factor - VEGF), além de
macrofagos e mediadores inflamatorios soluveis, foram apontados por varios autores
como importantes no desenvolvimento da doenga (FURLAN et al., 2004,
BALABANOV et al., 2006; PUGLIATI et al., 2006; PEPIN et al., 2009; DIDONNA;
OKSENBERG, 2017).

A dicotomia Th1/Th2, até entdo aceita na imunopatogénese de doengas como

EM e em seu modelo experimental, a encefalomielite autoimune experimental (EAE),
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falha em explicar toda a complexidade desses processos. A caracterizagdo do
fendtipo Th17, produtor de interleucina 17 (IL-17) e sua demonstragdo como
participante na fisiopatologia dessas doengas ampliou consideravelmente o campo de
pesquisa e as possibilidades terapéuticas nessas areas (ILLES et al., 2005;
ARANAMI; YAMAMURA, 2008; TENIENTE-SERRA; RAMO-TELLO; MARTINEZ-
CACERES, 2017).

Muito do que se sabe hoje sobre a resposta imunoldgica e tratamentos na EM
€ devido a estudos desenvolvidos em modelos experimentais (animais). Como citado
anteriormente, a EAE é o modelo usado por varios pesquisadores quando se deseja
investigar novas possibilidades de tratamento para a EM devido a grande correlagao
imunoldgica entre ambas. Nesse modelo, animais como ratos (Lewis, Dark About) e
camundongos (SJL, Balb/C e C57) sao frequentemente usados nos experimentos
(LEE et al., 1993; RUULS et al., 1996; LEADBETTER et al., 1998; MOHAMED et al.,
2004; PAPENFUSS et al., 2004).

A EAE pode ser induzida em animais geneticamente susceptiveis pela
imunizagcdo com antigenos de mielina emulsificados em adjuvante apropriado, sendo
a resposta mediada por células T mielina-especificas ativadas na periferia e que se
deslocam até o SNC, onde ocorre a permeabilizacédo da barreira hematoencefalica
(BHE) pelas células T ativadas. Este modelo animal também pode ser induzido pela
transferéncia adotiva de células T CD4+ especificas para mielina de animais
isogénicos com EAE para animais saudaveis (FLETCHER et al., 2010; CHASTAIN et
al., 2011).

Ja que o processo inflamatério imunologicamente mediado é o responsavel
pelos danos neurolégicos envolvidos na fisiopatologia da EM e de seu modelo
experimental, os tratamentos iniciais utilizaram corticoides, até hoje usados para
acelerar o processo de recuperagao poés surto. Contudo, apresentam uma série de
efeitos adversos a longo prazo tais como: maior susceptibilidade a infecgdes,
hipertensdo, fraqueza muscular, maior risco de diabetes, insOnias, osteoporose,
Sindrome de Cushing, erupgao cutanea pustular, exacerbagao gastrica e duodenal de
ulceras e, em casos raros, risco de sangramento gastrico (TILBERY et al., 2005;
VIRLEY, 2005; BISAGA, et al., 2012).

As limitagdes do uso de glicocorticoides levaram ao desenvolvimento de
imunomoduladores para que os mesmos fossem substituidos. Drogas como interferon

(IFN-B) e acetato glatiramer sdo muito utilizadas, mas possuem limitagbes como
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primeira linha de tratamento, além de serem pouco eficazes também em pacientes
com a forma clinica remitente-recorrente (forma mais comum). Outras limitagdes das
terapias imunossupressoras sao seus efeitos adversos e alto custo (FLETCHER et al.,
2010; MIX et al., 2010; MORRIS; YANNIKAS, 2012).

Devido a todas estas limitagdes citadas anteriormente, se justificam as
pesquisas por drogas mais seguras, eficazes clinicamente e mais baratas para
tratamento de doengcas como a EM. Com esses objetivos anteriormente citados,
diversos fitoterapicos com potencial terapéutico tém sido investigados (YAMAGUCHI;
GARCIA, 2012).

O B-cariofileno (BCP), ou trans-cariofileno, € um importante componente do
oleo de copaiba, extraido do tronco de arvores brasileiras (Copaifera langsdsdorfii,
Leguminosae). Esse Oleo, ja utilizado popularmente por suas propriedades
antirreumaticas e anti-inflamatérias, demonstrou ser capaz de levar a melhora clinica
animais induzidos para EAE quando tratados com variadas concentragbes desse
fitoterapico por gavagem (FERNANDES et al., 2007; YAMAGUICHI; GARCIA, 2012;
KLAUKE, 2014; FONTES et al., 2017).

Diante do exposto, a presente proposta visou verificar os efeitos do BCP na
remielinizacdo e avaliar no infiltrado inflamatério a produgédo in situ de IL-17 e a
presencga de células Th1 e Th2 via expresséao de fatores de transcrigdo T-bet e GATA-
3 durante o desenvolvimento do modelo experimental de EAE em camundongos
C57BL/6.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

A EM é uma doencga autoimune, desmielinizante e cronica que se desenvolve
no SNC, sendo mais comum em jovens. E uma condigdo complexa e heterogénea
devido ao envolvimento de diversos processos fisiopatoldgicos que incluem
inflamacao, dano axonal, desmielinizacdo e mecanismos de reparo. Portanto, € uma
doenca de evolugao progressiva e imprevisivel (MACHADO et al., 2012).

O termo “sclérose em plaques disseminées” que nomearia a doenga foi usado
pela primeira vez em 1868 para descrever o acumulo de células inflamatérias com
distribuicao perivascular no cérebro e medula espinhal de pacientes com disfuncgoes
neurolégicas intermitentes (CHARCOT, 1868).

A demonstracdo de que EM é uma doenga autoimune, muitas vezes
desmielinizante em mamiferos, que se desenvolve logo apds imunizagdo com
proteinas de mielina (SNC), foi feita pela primeira vez por Thomas Rivers no Instituto
Rockfeller em 1933. Sua metodologia consistia em injetar, de forma repetida,
preparados de cérebro de coelho e medula em primatas. Suas descobertas levaram
a hipétese de que EM é uma doenga autoimune secundaria a uma resposta imune a
antigenos proprios em um hospedeiro geneticamente susceptivel (RIVERS; SPRUNT;
BERRY, 1933; HAFLER, 2004).

A natureza inflamatéria da EM foi demonstrada em 1948, por Elvin Kabat, que
detectou elevagdes dos niveis de imunoglobulinas oligoclonais em liquor de pacientes
com essa doenca. O carater genético da doenga foi corroborado na metade do século
passado por estudos envolvendo gémeos com EM (MACKAY; MYRIANTHOPOULOQOS,
1966; WILLIANS et al., 1980; HELTBERG; HOLM, 1982).

O processo de desmielinizagdo € desenvolvido por mecanismos patoldgicos
diversos, incluindo quebra da BHE, destruicdo de camada de mielina, destruigcdo e
morte de oligodendrocitos, lesdes axonais, formagdo de cicatrizes gliais e infiltragdo
de células T autorreativas, macrofagos, células da micrdglia, células ependimarias,
astrécitos e mastécitos (ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).
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2.1.1 Epidemiologia e fatores de risco para EM

A etiologia da EM ainda ndo é bem compreendida, mas muitas evidéncias
sugerem que se desenvolva em individuos susceptiveis geneticamente, podendo
necessitar também de fatores ambientais para seu desenvolvimento (MACHADO et
al., 2012; ONTANEDA et al., 2012).

Muitos estudos apontam que fatores sociais, nutricao (deficiéncia de vitaminas
imunorreguladoras como A e D e importantes para sintese de mielina como B12),
exposicao a luz solar, exercicio, estresse e condigdes de higiene podem precipitar a
EM e modular a taxa de progressao. E importante ressaltar que os dados disponiveis
na literatura ndo permitem concluir de forma definitiva a importancia real de cada fator
de risco citado (MUNGER, et al., 2004; MACHADO et al., 2012; FILIPPI; PREZIOSA;
ROCCA, 2013).

2.1.1.1 Fatores geograficos

Os estudos epidemioldgicos realizados entre 1920 e 1940 na Irlanda, Suiga,
Estados Unidos da América, Canada e Italia estabeleceram um gradiente de maior
prevaléncia em &areas de clima temperado e, nessas regides, a incidéncia e
prevaléncia da EM aumentam com a latitude (OLIVEIRA; SOUZA, 1998;
RAMAGOPALAN; SADOVNICK, 2011).

Os efeitos da migracao entre regides de alto e baixo risco geografico para EM
foram examinados em diversas populagoes. Esses estudos demonstraram que o risco
para EM é influenciado em certa medida pelo pais de origem do migrante e, quando
essa migracdo acontece apos adolescéncia, o risco € mantido de acordo com o pais
de origem. Por outro lado, se a migragdo acontecer antes da adolescéncia, dados
mostram que o risco se torna semelhante ao do pais destino (RAMAGOPALAN;
SADOVNICK, 2011).

A Associagao Brasileira de Esclerose Multipla (ABEM) divulgou recentemente
um mapeamento inédito da EM no mundo, desenvolvido pela Federagao Internacional

de Esclerose Multipla (MSIF), em parceria com a mesma ABEM e outras associagdes,
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em mais de 100 paises. O levantamento mapeou 2,3 milhées de pessoas com EM em

2013, em todas as regides do globo (Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo geografica da esclerose multipla

Pessoas com EM por
100.000 habitantes

B oo
] so01-100
B 20,0160
B o120
[] os

D Dados nao fornecidos

Fonte: MULTIPLE ESCLEROSIS INTERNATIONAL FEDERATION, 2013.

A América do Sul é considerada regido de baixa prevaléncia (menos de 5
casos por 100.000 habitantes). No Brasil existem apenas dados epidemiolégicos
regionais, que demonstram variagao de prevaléncia segundo area geografica. Na
regiao Nordeste (area mais proxima da linha do Equador) a prevaléncia € de 10 casos
por 100.000 habitantes. Na regiao Sudeste (dados de Sao Paulo, Santos, Belo
Horizonte, Uberaba, Botucatu e Sorocaba), essa prevaléncia aumenta para 12 a 18
por 100.000 habitantes. Na regido Centro-oeste varia desde 4,41 até 19 para 100.000
habitantes e, na regido Sul, a prevaléncia é a maior do pais, variando entre 14 a 27
por 100.000 habitantes (MACHADO et al., 2012).
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2.1.1.2 Fatores sexuais

A literatura demonstra um progressivo aumento na incidéncia e prevaléncia
em EM no mundo. Se esse aumento € completamente real ou resultado de melhores
recursos para diagnostico ainda deve ser esclarecido. Contudo, uma elevagéo,
principalmente no sexo feminino de EM, tem sido documentada. Estudos
epidemioldgicos mostram elevagao na razdo mulheres/homens com EM de 1.9 a 3.2
em individuos nascidos de 1931 a 1980. Os fatores que tornam o ano de nascimento
um preditor significativo em relacdo a razdo mencionada anteriormente devem ser
investigados (RAMAGOPALAN; SADOVNICK, 2011).

2.1.1.3 Genética

A importancia dos fatores genéticos na susceptibilidade a EM foi demonstrada
por estudos epidemioldgicos. Estudos familiares de risco relativo de pacientes com a
doenga revelaram que parentes de primeiro grau de portadores da doenca
apresentam 15 a 35 vezes mais chance de desenvolver a doenga em comparagao
com a populagao geral (RAMAGOPALAN; SADOVNICK, 2011).

Evidéncias robustas apontam para associagao de fatores genéticos pelo fato
de que a doenca se apresenta em concordancia de 5% de irmdos dizigdticos do
mesmo sexo € 20 a 30% entre irmaos homogizéticos em comparagdo com a
prevaléncia de 1 para 1000 nas populagbes do nordeste europeu (ONTANEDA et al.,
2012).

Registros epidemioldgicos canadenses demonstraram numeros semelhantes
aos anteriores, com gémeos homozigéticos apresentando risco elevado (28,4%) em
relagao a gémeos dizigoticos (5,6%) para EM (BRYNEDAL; HILLERT, 2011).
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2.1.1.3.1 Complexo principal de histocompatibilidade humano (MHC) > (Human
Leukocyte Antigens - HLA) e EM

As primeiras variantes genéticas associadas a EM sao alelos do HLA humano
(Figura 2). O HLA humano, no brago curto do cromossomo 6, contém mais de 250
genes divididos em duas classes com fungdes imunolégicas (BRYNEDAL; HILLERT,
2011; DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Figura 2: Regiao dos genes de MHC (HLA) humano
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Fonte: SERVICO ESPECIALIZADO DE EPIDEMIOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR, 2018.

As moléculas de classe 1 sdo regides compostas pelos genes HLA -A, HLA-
B e HLA-C. Os aminoacidos codificados por esses genes formam heterodimeros com
B-2 microglobulina, proteina codificada pelo cromossomo 15 (Figura 3). Essas
moléculas sdo expressas em células nucleadas e possuem a fungao primaria de
apresentar peptideos as células com atividade citotoxica (BRYNEDAL; HILLERT,
2011; HUNT, 2015; DIDONNA; OKSENBERG, 2017).
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Figura 3: Apresentagéo de antigenos via MHC classe 1
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Fonte: HUNT, 2015.

A segunda classe de genes HLA consiste em HLA -DR, -DQ e -DP, que
codificam moléculas de classe 2. Essas moléculas apresentam peptideos a linfocitos
T CD4+ e sao expressas em células apresentadoras de antigeno (APC) durante a
homeostase, podendo surgir em outras ceélulas nucleadas durante o processo
inflamatorio (Figura 4) (HEMMER et al., 1997; BRYNEDAL; HILLERT, 2011; HUNT,
2015).
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Figura 4: Apresentagao de antigenos via MHC classe 2
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Em relagcdo ao SNC, observou-se que os astrécitos normalmente nao
expressam moléculas de HLA classe 2, mas podem ser induzidos a expressa-las por
citocinas como IL-1, TNF-a e IFN-y (Figura 5). Ja os neurénios e oligodendrécitos nao
expressam moléculas HLA e, aparentemente, sao estimulados por citocinas para essa
expressao (WEBER et al., 1994; WUCHERPFENNIG, 1994).

Foram demonstradas também a existéncia de células fagociticas expressando
MHC de classe 2 ao redor dos vasos sanguineos no cérebro e parénquima do SNC
de pessoas saudaveis, correspondendo, possivelmente, as células da micréglia. Tais
células sdo muito semelhantes aos macréfagos, possuindo receptores para

imunoglobulinas e para o fragmento C3b do complemento (SMITH; SOMMER, 1992).
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Figura 5: Organizagao celular no sistema nervoso central
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Fonte: CELULAS DE SCHWANN E CELULAS DA GLIA, 2008-2018.

Genes HLA sao altamente polimérficos, com mais de 15.000 alelos
identificados até o momento. O primeiro relato da importancia do HLA em relagao a
susceptibilidade para EM foi publicado em 1972, quando glicoproteinas de superficie
codificadas por HLA-A3 e HLA-B7 foram encontrados em alta concentragcédo em
pacientes com EM por sorologia (JERSILD; FOG, 1972; JERSILD et al., 1973;
DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Apesar das primeiras associagoes terem sido demonstradas para alelos de
classe 1, HLA-A e HLA-B, estudos mais aprofundados demonstraram que a maior
susceptibilidade esta ligada a HLA-DRBH1, locus na regiao de classe 2 do MHC (Figura
6). O alelo HLA-DBR1*15:01 é o mais implicado. Entretanto, complexas relagbes
hierarquicas entre alelos, inclusive com sinais de protegao, especificamente em locus
de regiao de classe 1 também foram documentados (Figura 7) (RAMAGOPALAN;
MORRIS; DYMENT, 2007; DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Populagbes portadoras do alelo DRB1°15 predominam no norte da Europa e
Ameérica, correlacionando positivamente a presenga do mesmo com a prevaléncia de
EM (EBERS, 2008; DIDONNA; OKSENBERG, 2017).
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Figura 6: Genes HLA classe 2
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Usando dados de estudos globais de genoma (Genome-wide Association
Studies — GWAS), o Consorcio Internacional de Estudos Genéticos para Esclerose
Multipla (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium — IMSGC) reportou, em
2013, o isolamento de 11 fatores independentes na regiao de MHC: seis alelos HLA-
DBR1 e um alelo HLA-DPB1 na regido centromérica em classe 2; um alelo HLA-A e
dois HLA-B na regiao telomérica em classe 1 (Figura 7) e uma alelo em regido de
classe 3 (DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Mais recentemente, a analise de polimorfismo singular de nucleotideo (PSN)
(single-nucleotide plymorfism — SNP) na regidao do MHC em populagdo europeia,
demonstrou alelos protetores de HLA de classe 1 (A*02:01; B*44:02; B*38:01 e
B*55:01) que, agora se somam aos ja conhecidos alelos de risco de HLA classe 2
(DRB1*15:01; DRB1*13:03; DRB1*03:01; DRB1*08:01 E DQB1*03:02). Também
foram demonstradas evidéncias de interacdo entre pares de alelos de classe 2
(DQA1*01:01 — DRB1*15:01 e DQB1*03:01 — DQB1*03:02). Estudos multicéntricos
no futuro serdo capazes de encontrar novos alelos independentes ou interativos que
tenham importancia para EM (FOGDELL-HAHN et al., 2000; RAMAGOPALAN,;
MORRIS; DYMENT, 2007; BRYNEDAL; HILLERT, 2011; ONTANEDA et al., 2012;
DIDONNA; OKSENBERG, 2017).

Figura 7: Genes HLA classe 1
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Fonte: SERVICO ESPECIALIZADO DE EPIDEMIOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR, 2018.
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Como verificado anteriormente, esta claro no momento que varios fatores
independentes em relagao a susceptibilidade para EM estdo dentro da regiao HLA.

Todavia, ainda nédo é possivel avaliar se esses genes influenciam também as
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caracteristicas de evolugdo da doencga. Alelos de ambas as regides (classes 1 e 2)
foram testados em relacio a variabilidade clinica dos pacientes, mas os resultados
foram inconsistentes. A Unica relagao forte encontrada ¢ que HLA-DRB1°15 presente
significa um inicio mais precoce da doencga (cerca de 18 meses) em comparagao a
outros alelos (SMESTAD; BRYNEDAL; JONASDOTTIR, 2007; BRYNEDAL,;
HILLERT, 2011).

Estudo envolvendo 1457 pacientes com EM genotipados para HLA-DBR1 e
HLA-A e avaliados quanto a idade de inicio da doenga, seu curso e severidade
(medido em escore clinico), demonstrou que apenas os portadores do alelo DRB1°15
tiveram diferencas em relagdo a esses parametros (SMESTAD; BRYNEDAL,;
JONASDOTTIR, 2007; BRYNEDAL; HILLERT, 2011).

2.1.1.3.2 Genes ndo-HLA

2.1.1.3.2.1 Gene IL-7TR

O gene IL-7R foi o primeiro fator de risco ndo HLA identificado. Codifica a
cadeia alfa de IL7R que é vital para sinalizagao de IL-7. A interagéo IL-7/IL-7Ra é
importante para a manutencao de células T de memodria, proliferacéo de célulasBe T
(especialmente células TyA) presentes nas regides com aspecto inflamatério em
pacientes com EM. A molécula IL7R-a é também parte do receptor de linfopoetina do
estroma timico, que é importante para o desenvolvimento e amadurecimento de
células dendriticas (CD). O alelo C, mais associado ao PSN, aumenta a proporgéo de
forma soluvel e membranar de IL7R-a, através da disrrupcdo de um dominio
transmembranar, evidente em células T e em CD (Figura 8). Além disso, IL-7Ra
soluvel apresentou capacidade de inibir atividade de células T CD8+ (Figura 9)
(TERRY; MACKALL, 2002; CRAWLEY et al., 2010; BRYNEDAL; HILLERT, 2011;
NISCHWITZ; MULLER-MYHSOK; WEBER, 2011; DIDONNA; OKSENBERG, 2017).
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Figura 8: Representagéo da cadeia alfa do receptor da interleucina 7 (IL-7Ra).
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Fonte: ZENATTI, 2012.

Figura 9: Vias de sinalizagdo desencadeadas pelo IL-7R’

Fonte: TERRY; MACKALL, 2002.

" Durante o desenvolvimento das células T no timo, a sinalizagdo desencadeada pela IL-7 participa do
rearranjo génico do TCR através da demetilagdo do DNA e acetilacao da histona (esquerda). Em todas
as células T, a sinalizagdo mediada por IL-7 ¢ iniciada através de JAK1, JAK3 e PI3K, resultando na
fosforilacdo de fatores de transcricdo, como STATS5. Isto resulta em mudangas na expresséo de
membros da familia BCL-2, tais como aumento na expressédo de BCL -2 e MCL-1 e diminui¢ao na
expressao de Bax, Bim e Bad (proteinas pré-apoptoticas). A sinalizac¢ao iniciada por IL-7 também leva
a diminuigcéo nos niveis de p27Kip (supressor tumoral), aumento nos niveis de CDC25A e mudangas
na expressao dos moduladores de TCR como CBL-B. O resultado das vias de sinalizagdo disparadas
por IL-7 é aumento na sobrevivéncia celular, na proliferagdo, nos sinais de TCR e, para as células T
recém emigradas do timo, proliferacdo independente de TCR (MACKALL et al., 2011).
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2.1.1.3.2.2 Gene CD58

De Jager et al (2009), demonstraram que o alelo rs2300747¢ do gene CD58
atrasa o desenvolvimento da EM. Esse alelo é correlacionado com expressao mais
alta de RNAmMCD58 em linfoblastos e mononucleares sanguineos de pacientes com
EM, também durante a fase silenciosa da doenga. Importante destacar que essa

regiao € responsavel pela codificacdo da molécula coestimulatéria LFA-3.

2.1.1.3.2.3 Gene IL2RA

O complexo do receptor de IL-2 (IL-2R) € um marcador de linfécitos T FOXP3+
reguladores. Altas concentragdes de cadeias de IL2RA soluvel (IL2RAs) foram
encontradas em soro de individuos saudaveis, mas também durante infecgoes,
inflamagdes e no curso de doengas autoimunes. Foi demonstrado que variantes
associadas a susceptibilidade para EM tem proporgao elevada de IL2RAs e também
que o nivel de IL2RAs era mais alto em individuos com doenga mais severa (MAIER;
ANDERSON; SEVERSON, 2009; BRYNEDAL; HILLERT, 2011).

Investigar as consequéncias fenotipicas de variantes genéticas € uma tarefa
laboriosa (Figura 10). O primeiro passo normalmente é a avaliagdo dos fatores de
transcricdo. A hipotese de que a variante de um gene associado afeta niveis de
expressao do outro gene demonstrando efeito fenotipico é altamente plausivel, o que
tem sido demonstrado para algumas variantes associadas a EM. Até agora, leucdécitos
foram escolhidos como alvo para estudos genéticos, uma escolha pratica e l6égica em
se tratando de doencas autoimunes. Além do mais, o ataque as bainhas de mielina é
orquestrado por linfécitos, que vém, aparentemente, da circulagdo periférica.
Entretanto, muitos tipos diferentes de células fazem parte desse ataque e algumas
variantes associadas podem exercer seu papel patolégico apenas em subpopulagbes
especificas. Em adigéo, o dano ¢é localizado no SNC e variantes genéticas que afetam
a habilidade regenerativa dos oligodendrécitos podem ser outros componentes
plausiveis na etiologia (BRYNEDAL; HILLERT, 2011).
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Figura 10: Atlas genético da EM 2
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FONTE: DIDONNA; OKSENBERG, 2017.

2.1.1.4 Exposigao a luz solar

Em locais de baixa exposigéo solar e a medida que se distancia da linha do
Equador ocorre aumento na incidéncia de EM. Pode ser dificil analisar separadamente

a influéncia da exposigao a luz ultravioleta e os niveis de vitamina D, mas parecem

2 Atlas genético da EM. A linha mais externa indica a numeragéo dos cromossomos. A segunda linha
mostra o gene dentro de cada locus no cromossomo. A marca verde indica a posi¢céo dos 184 intervalos
mapeados. O ciruclo mais interno indica —log(p) para cada PSN (escala de 0 a 12, com sinais truncados
em diversas regides) (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium [IMSGC], 2013).
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contribuir de forma independente no risco para a doenga. Baixos niveis de vitamina D
sdo comuns em EM e a sua administragao previne o desenvolvimento em EAE. A
radiagdo ultravioleta poderia exercer seu papel influenciando células
imunoregulatérias ou biossintese de vitamina D (SOSPEDRA; MARTIN, 2005;
ASCHERIO; MUNGER, 2007; ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 2010; ONTANEDA et
al., 2012).

2.1.1.5 Vitamina D

E uma vitamina lipossoluvel que apresenta a¢des semelhantes & horménios.
Diferente de outras vitaminas pode ser sintetizada no nosso organismo. A forma ativa
de vitamina D; 1,25 dihidroxivitamina D (1,25[0OH]2VD), também conhecida como
calcitriol, apresenta semelhancas quimicas em relacdo a hormdnios, como a
testosterona, estrogénio e cortisol. As principais fontes s&do radiagdo solar, dieta
(peixes, oleo de figado de bacalhau) e suplementacgao. Ergocalciferol (vitamina D2) é
encontrada em vegetais e juntamente com o colecalciferol também no leite, cereais,
suco de laranja, queijos e suplementos vitaminicos (Figura 11). Contudo, fontes
alimentares sdo muito pobres se comparadas a radiacéo solar. Ambas as formas de
vitamina D, colecalciferol e ergocalciferol, sdo biologicamente inativas e sofrem
transformacao enzimatica no figado até a forma 25 (OH)D (calcidiol). Estimulado pelo
paratorménio, o calcidiol passa por uma segunda hidroxilagdo nos rins e em outros
tecidos a calcitriol, o metabdlito ativo (SINTZEL; RAMETTA; REDER, 2018).

Figura 11: Estruturas quimicas das vitaminas metabolicamente inativas D2 e D3 (a e b); O metabodlito
intermediario (c) de D3 (hidroxivitamina D - 25[OH]D); metabdlito ativo (d) calcitriol (1,25[0H]2VD)

Fonte: CHEMSPIDER, 2017.
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Estudos epidemiolégicos de prevaléncia para EM mostram um predominio
maior para a doenga em altas latitudes com menor exposi¢gao a radiagao ultravioleta
(producgéo de vitamina D). Foi demonstrado que niveis adequados de vitamina D
reduzem o risco de EM e afetam o curso da doenga. Ainda sdo necessarios estudos
mais consistentes para a verificagao se a associagao inversa é verdadeira. Em adigao,
em algum grau, dietas ricas em 6leo de peixe poderiam reduzir esse risco. Contudo,
o “aspecto latitude” parece ter reduzido nas ultimas décadas e, talvez, esse fato esteja
ligado ao crescente costume de se evitar a exposigéo solar (ASCHERIO; MUNGER,;
SIMON, 2010).

A fim de melhor relacionar vitamina D com EM, é importante caracterizar os
mecanismos imunoldgicos que normalmente sao influenciados por essa vitamina. A
forma ativa de vitamina D desempenha um papel essencial na ativagao e proliferagcéo
de linfocitos, diferenciagéo de células T auxiliares, migragao de células T para tecidos,
determinagao de iso6tipos de anticorpos e regulagédo geral da resposta imune atraveés
de macréfagos e CD. A Figura 12 apresenta os principais efeitos da vitamina D em
relagdo as ceélulas que compdem o sistema imunolégico (MORA; IWATA; VON
ANDRIAN, 2008; SINTZEL; RAMETTA; REDER, 2018):

1) Macrofagos e CD constitutivamente expressam receptores para vitamina D
(VDRs), enquanto que suas expressdes em células T sédo reguladas apenas
apos ativacao dessas células;

2) Em macrdéfagos e mondcitos, 1,25(0OH)2VD causam um feed back positivo para
seus proéprios efeitos aumentando a expressdo de seus préprios receptores
(VDRs) e a proteina CYP27B1 via citocromo P450;

3) Alguns TLR podem sinalizar o aumento na expresséao de VDRSs;

4) A forma ativa de vitamina D induz proliferagdo de mondcitos, expressao de IL-
1 e catelicidina (peptide antimicrobiano) por macréfagos;

5) Calcitriol diminui a maturagéo de CD inibindo a expressao de MHC de classe
2, CD40, CD80, e CD86. Em adicao, diminui a producédo de IL-12 e induz
producgao de IL-10 por essas células;

6) Em relagéo as células T, 1,25(0OH)2VD reduz a producgéo de IL-2, IL-17, e IFN-
y. Também atenua atividade citotoxica e proliferacdo de células T CD4+ e
CD8+;
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7) O metabdlito ativo da vitamina D poderia também promover a ativagao de

FOXP3, levando ao surgimento de células T reguladoras, produtoras de IL-10

e TGF-B;

8) Calcitriol bloqueia proliferacdo de células B, diferenciacdo plasmatica e

producao de anticorpos.

Notavelmente,

neste contexto,

pode ser

dito que o0s mecanismos

imunoreguladores da vitamina D tem similaridades com mecanismos ja descritos para
o IFN-B.

Figura 12: Mecanismos potenciais de imunomodulagéo pela vitamina D
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Fonte: SINTZEL; RAMETTA; REDER, 2018.

2.1.1.6 Agentes infecciosos

Infecgdes virais e bacterianas sao consideradas gatilhos possiveis para EM.

Entre os virus patogénicos para humanos, aqueles que induzem infec¢des

persistentes, como o herpes e as retroviroses, sdo candidatos e tém sido amplamente

estudados em EM. Herpes virus sao particularmente interessantes pelo seu

neurotropismo e tendéncia a produzir infecgdes latentes. O virus do herpes humano
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tipo 6 (HHV-6) e Epstein-Barr (EBV) lideram como candidatos potenciais
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Mononucleose e EM possuem distribuicdes geograficas similares.
Virtualmente todos os individuos com EM (>99%) sado infectados com EBV se
comparados aos 95% da populacdo geral adulta. Pessoas com altos titulos de
anticorpos anti-EBV possuem risco maior de desenvolver EM comparados a
individuos com titulos mais baixos e a presenga de IgG anti-EBV antes do inicio da
EM tem sido considerada forte preditor da doenga (SOSPEDRA; MARTIN, 2005;
RAMAGOPALAN; SADOVNICK, 2011; ONTANEDA et al., 2012).

Pacientes com EM que apresentam reativacao de infecgbes latentes de EBV
tém piora clinica da EM. Um histérico de mononucleose infecciosa € mais comum em
pacientes com EM e o risco de desenvolvimento da mesma € maior em individuos que
sofreram essa infecgao na infancia (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

O virus HHV-6 pode causar meningoencefalite e sua presenga foi
demonstrada em oligodendrdécitos e astrocitos de pacientes com EM. A presencga de
HHV-6 DNA e anti-HHV-6 IgG e IgM foi também demonstrada em soro e liquor de
pacientes com EM (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Outros agentes infecciosos virais tém sido citados, como poliomielite,
Adenovirus, varicela zoster e Papovavirus (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Em relacdo as bactérias, Chlamydia pneumoniae (Cpn) tem sido
contraditoriamente associada a EM. Apesar de um estudo ter mostrado a presenca de
Cpn em liquor de elevada percentagem de pacientes com EM, houve dificuldade para
corroborar essa demonstracdo (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Os principais mecanismos propostos para explicar o desenvolvimento de EM
a partir de infecgbes sao (SOSPEDRA; MARTIN, 2005):

1) Mimetismo molecular: ativagao de células autorreativas por reatividade cruzada
entre antigenos proprios e agentes externos;

2) Ativacado de espectadores: células autorreativas sédo ativadas por eventos
inflamatorios nao especificos que ocorrem durante infecgdes;

3) Combinagéo dos 2 anteriores.
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2.1.2 Fisiopatologia

2.1.2.1 Aspectos Fisiopatoldgicos Gerais

A etiopatogénese e a fisiopatologia da EM ainda néo estdo completamente
esclarecidas. Trata-se de uma doenga autoimune com resposta a varios antigenos
proteicos e lipidicos presentes na mielina do SNC. A fisiopatogenia da doenga sera
descrita em etapas, de acordo com os mecanismos imunolégicos, danos celulares e
reparacao neuronal conhecidos. Na fase inicial, as lesdes desmielinizantes sdo o
resultado de processo inflamatério centrado, principalmente, nos espacos
periventriculares, do tronco cerebral, cerebelo, nervo 6ptico, medula espinhal, entre
outros, no qual participam varios componentes do sistema imune inato e adaptativo
(MACHADO et al., 2012).

Uma hipotese que explicaria a EM € a existéncia de células T no sistema
imune periférico, sobreviventes do controle timico durante a selegdo negativa por
deplecao clonal, potencialmente autorreativas e que apresentam receptores
especificos para componentes proteicos da mielina central. Estes linfécitos entrariam
no SNC e, apds expansao clonal local, agrediriam a mielina diretamente ou por meio
de agcdo de outras células, causando os déficits neuroldgicos proprios da doenga
(Figuras 13 e 14). E importante salientar que, para iniciar a inflamacgéo, células T
especificas para antigenos de mielina devem ser ativadas na periferia. Apds essas
etapas iniciais, essas células devem ter acesso ao SNC e, ja nessa regido, devem ser
reativadas por células apresentadoras de antigeno (APC) (SOSPEDRA; MARTIN,
2005; GOVERMAN, 2009; MACHADO et al., 2012).

O SNC oferece grandes desafios a esse processo inflamatério, pois €
protegido da infiltragcao celular pela BHE, que circunda o parénquima das vénulas, e
pela barreira liquédrica, que circula o plexo coroide (onde o liquor é produzido) e as
vénulas das meninges. Jungdes proximas entre células endoteliais e células epiteliais
no SNC também impedem o acesso de células circulantes. No entanto, células T de
memoria ativadas podem atravessar essas barreiras por possuirem moléculas de

adesao expressas, receptores de citocinas e integrinas (GOVERMAN, 2009).
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Figura 13: Imunopatogenia da EM (parte 1)
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Fonte: MACIEL, 2014.

As hipéteses etiopatogénicas mais plausiveis para EM sdo (SOSPEDRA,;
MARTIN, 2005; MACHADO et al., 2012):
1) Presenga de infecgdo viral persistente (infecgdo viral, superantigenos,
metabolismo do estresse);
2) Processo autoimune com perda de toleréncia para os antigenos da mielina
central. Sao eles: proteina basica da mielina (PBM); proteina lipoproteica
(PLP); dlicoproteina de oligodendrdcitos da mielina (MOG); glicoproteina
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associada com a mielina (MAG); fosfodiesterase dos nucleotideos ciclicos
(CNPase); proteina basica oligodendrocitica associada a mielina (MOBP);
glicoproteina especifica oligodendrocitaria (OSP); proteina Nogo-A. Outros
antigenos nao mielinicos ligados ao processo fisiopatolégico incluem a
proteina a- cristalina, a proteina S100 B, transaldolase-H (tal-H), as préprias
imunoglobulinas, os gangliosideos GM3 e GQ1b e os lipideos da mielina.

Como dito anteriormente, células T especificas de mielina sdo ativadas na
periferia para que possam penetrar no SNC. A PBM é componente tanto da mielina
central quanto periférica, e esta presente dentro de todos os tecidos linfoides
(GOVERMAN, 2009).

Os mecanismos de ativagdo das células T especificas para outras proteinas
de mielina que ocorrem fora do SNC ainda nao foram identificados. Contudo, ratos
apresentando receptores transgénicos de células T (TCR) especificos para outras
proteinas como PLP ou PBM, expressam EAE espontaneamente. Aparentemente
linfocitos T especificos de ambos os antigenos sdo ativados inicialmente nos
linfonodos de drenagem cervicais do SNC. Isso sugere que antigenos mielinicos estao
constitutivamente presentes nessas areas e podem, sob certas condi¢des, ser gatilhos
do processo (GOVERMAN, 2009).



Figura 14: Imunopatogenia da EM (parte 2)
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Células T acessam regides diferentes do SNC e isso € determinado pela sua

rota de chegada. Células que cruzam a barreira hematoliquérica (BHL) entram na

regido entre as membranas araquinoide e pia mater, onde o liquido cefalorraquidiano

circula, conhecido como espago subaraquinoide (ESA). Ja as células T que cruzam a

BHE entram no espaco perivascular que separa a membrana basal ligada as células

endoteliais dos vasos de uma segunda membrana que compreende a base dos
astrécitos e células da micréglia (Figura 15) (RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003;

RANSOHOF; ENGELHARDT, 2012).
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Figura 15: Rotas possiveis para entrada de células T no SNC
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Na auséncia de processo inflamatério, contudo, células do endotélio cerebral
nao expressam moléculas de adesdo necessarias para que células T ativadas se
liguem as paredes dos vasos. Tem sido proposto que a imunovigilancia ocorra
primariamente em ESA por células T que inicialmente cruzem a BHL, onde selectinas
e moléculas de adesao sio constitutivamente expressas. A expressao do receptor de
quimiocina 6 (CCRG6) por um subconjunto de células T patogénicas tém demonstrado
grande papel para facilitar a entrada dessas células em EAE. O ligante para CCR6
(CCL-20) é constitutivamente expresso em células epiteliais do plexo coroide de ratos
e humanos, o que suporta a ideia de que células T primeiro cruzam a BHL para iniciar
a EAE (GOVERMAN, 2009; REBOLDI et al., 2009).
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Os mecanismos inflamatorios em EAE s&o inicialmente detectados em ESA.
Estudos de imagens recentes mostram que este sitio € o primeiro onde células T
CD4+ sao inicialmente ativadas por células MHC classe 2 positivas, com posterior
proliferagdo e formagao de grandes agregados de células T. Essa reativagao é
seguida pela ativacdo de células endoteliais perivasculares, que permitem o
recrutamento de células T do espaco perivascular. Apesar do ndo conhecimento dos
detalhes desse processo inflamatério, um estudo sugere que a ativagédo de células T
em ESA é o gatilho para ativar células da micrdglia que repousam abaixo da pia mater,
levando aos danos axonais locais (“Wallerian damage”). Esse processo leva a
ativacao distal de células da microglia e aumento na expressdo de moléculas de
adesao no parénquima vascular (BROWN; SAWCHENKO, 2007).

Em adigéo a produgédo de citocinas, o TNF- a parece ter importante papel na
inducao da migracao de células T CD4+ do espago perivascular para o parénquima.
Foi também relatado que a poténcia de ativagdo das células T determina o grau de
inflamac&o do parénquima e ndo a capacidade dessas células de penetrar no espaco
perivascular. A poténcia na qual a célula T é ativada é proporcional a afinidade de seu
receptor TCR ao peptideo ligante (antigenos de mielina) e o numero de peptideos
ligantes/moléculas MHC disponiveis na superficie da célula APC. E importante
salientar também que células T fracamente ativadas expressam em elevada
concentragéo o receptor de indugdo de morte programada (PCD1), o que resultaria
na elevagado da mortalidade dessas células. Assim, a reativagédo de células T dentro
do ESA parece iniciar a inflamagao e promover a entrada de células T no parénquima,
mas a intensidade dessa reativagao pode ser proporcional ao grau de inflamagao que
se segue (GOVERMAN, 2009).

O aprofundamento no processo fisiopatolégico demonstrara, a partir de agora,
que as lesdes imunes séo ativadas e coordenadas, na sua esséncia por linfocitos T
auxiliares (CD4+) de fendtipo pré-inflamatério (Th1 e Th17) e inibidas e reguladas por
fendtipos anti-inflamatérios (Th2) e T reguladoras (Treg). Também participam do
processo células Th9, cujo papel ainda é controverso, APC como macrofagos e
células da microglia capazes de expressar moléculas de MHC de classe 2 e
coestimuladoras, linfécito T citotoxicos (LTC), plasmdcitos produtores de anticorpos
anti-mielina, células da imunidade natural e proteinas do complemento (DURELLI et
al., 2009; DOMBROWSKI et al., 2017; YIN et al., 2017; DITTMER et al., 2018).
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2.1.2.2 Células T CD4+

Foi demonstrado por Rivers, em 1933, que a inje¢ao de extrato de cérebro ou
medula espinhal de coelhos em primatas saudaveis desencadearia uma doencga
similar a EM, levando a sugestao de que a mesma € uma doenga autoimune. Décadas
depois, pesquisadores demonstraram que a injegdo de componentes proteicos de
mielina associados a adjuvantes em animais susceptiveis causava uma
encefalomielite, agora chamada EAE. A observacédo de que a EAE pode ser
transferida por LT CD4+ especificos para mielina documentou, convincentemente,
que a EAE pode ser induzida por células T autorreativas em animais “naive”. Contudo,
em relacdo a transferéncia de anticorpos, EAE nao se desenvolve (HAFLER, 2004;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005; MACHADO et al., 2012).

Dizer que EM é uma doenga T-mediada nos dias de hoje tende a simplificar e
superficializar sua fisiopatologia. Entretanto, dados ainda sustentam que células T
autorreativas possuem papel central na patogénese e perpetuacdo da doenga, pelos
seguintes argumentos (SOSPEDRA; MARTIN, 2005; TENIENTE-SERRA; RAMO-
TELLO; MARTINEZ-CACERES, 2017):

1) Células T estado presentes no infiltrado inflamatério do SNC e no liquor de
pacientes com EM,;

2) Grau substancial de risco genético conferido por moléculas HLA-DR e DQ;

3) Ratos transgénicos expressando HLA-DR e DQ sao susceptiveis a EAE e ratos
portadores de moléculas HLA-DR associadas a EM e TCR especificos para
proteina basica de mielina (PBM) derivados de pacientes com EM desenvolvem
EAE de forma espontanea ou induzida;

4) Um ensaio terapéutico com um peptideo ligante alterado de PBM induziu
reacdo cruzada de LT CD4+ Th1, o que levou a exacerbac¢ao da doenca;

5) Producdo de anticorpos, maturacdo de CD8+ e muitos outros passos da
resposta imune adaptativa e natural sdo em partes orquestradas por LT CD4+.

A ativacdo de linfécitos T faz com que essas células adquiram a capacidade
de expandir-se clonalmente, produzir diferentes citocinas e aumentar a expressao de
selectinas, integrinas [(VLA-4 (B104) e LFA-1 (B2a1)] e outras moléculas de adesao

(VCAM-1 e ICAM-1) em sua superficie. Este evento permite aos linfocitos T interagir
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com moléculas de adesao complementar, presentes nas células endoteliais,
atravessar o espacgo perivascular e alcangar o SNC (MACHADO et al., 2012).

Para que exista susceptibilidade a EAE € necessario que existam células T
CD4+ que escapem dos processos de tolerancia central e que possam ser ativados
nos tecidos periféricos. Esse processo € responsavel pela delegao de células reativas
a antigenos proprios que lhes sdo apresentados por células APC. Células que
demonstrem receptores TCR com baixa afinidade pelos complexos MHC-mielina e
timdcitos que sejam especificos a antigenos de mielina que nao se liguem firmemente
a fenda do MHC podem sobreviver, circular e, em 6rgaos linfoides secundarios, ter
sua afinidade aumentada a esses antigenos sob determinadas circunstancias. Células
APC respondendo a estimulos como infecgbes podem expressar moléculas
coestimulatérias e antigenos em sua superficie que podem levar a um aumento na
avidez de interacao entre as células APC e células T autorreativas, fazendo com que
as mesmas coordenem respostas imunes para esses antigenos, antes ignorados
(GOVERMAN, 2009).

Uma alta frequéncia de células T expressando TCR “degenerados” foram
identificados. Esse tipo de receptor pode interagir com diferentes complexos
peptideos- MHC. Apesar desse fendmeno ndo estar ainda ligado diretamente aos
processos de patogenicidade, ha importantes implicagdes nessa teoria, na qual
células T especificas para antigenos préprios sao ativadas por reatividade cruzada a
epitopos microbianos (LUNEMANN; MUNZ, 2009).

Até recentemente prevaleceu a ideia de que a fisiopatologia da EM e de seu
modelo experimental EAE fosse ligada apenas as células Th1. Em um microambiente
apropriado, na presenca de IL-12 e INF-y, linfocitos T CD4 naive se diferenciam para
essa populacao celular, reconhecida pela capacidade de secretar citocinas como IFN-
Y, IL-2 e TNF-a (Figura 16). Estas substancias podem induzir dano direto na bainha
da mielina, promover desmielinizagdo mediada pela agao celular e ativar macrofagos,
astrocitos e células da micréglia, as quais expressam TNF-a em lesdes ativas. O IFN-
y também promove a expressdo de moléculas MHC de classe 2 em células da
micréglia e macréfagos, permitindo-lhes atuar como APCs (GOVERMAN, 2009;
MACHADO et al., 2012).

Adicionalmente, os macrofagos ativados por linfécitos Th1 participam
ativamente do processo de degradacdo dos componentes da mielina. As células T

CD4 podem também contribuir para ativagao de linfocitos B, levando a diferenciagao
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de células plasmaticas e, consequentemente, produgdo de autoanticorpos contra
diferentes componentes da mielina (indutores de desmielinizagdo por ativagdo de
complemento) (MACHADO et al., 2012).

Algumas observag¢des tém modificado o entendimento do desenvolvimento
fisiopatolégico de EAE nas ultimas décadas. Ratos deficientes em IL-12, TNF-a, IFN-
y desenvolvem severa EAE e aqueles deficientes em [L-23 sdo completamente
resistentes a mesma. A citocina IL-23 é crucial para o desenvolvimento de células
Th17 patogénicas, uma linhagem distinta de células produtora de IL-17A, IL-17F e IL-
22. Estudos focados nessa linhagem celular demonstraram que essa diferenciagao &
dependente da sinalizagao mediada por TGF-f, IL-6, IL-1 e ativagao autécrina de IL-
21 (GOVERMAN, 2009).

Figura 16: Diferenciagdo de células T CD4+ 3
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Fonte: JADIDI-NIARARAGH; MIRSHAFIEY, 2011.

3 A diferenciagdo de células T CD4+ naive para as variadas linhagens de células CD4+ é controlada
por numerosos fatores regulatdrios, como fatores de transcricdo especificos e citocinas inibitorias e
estimulatérias. Provavelmente o balango entre varios estimulos para cada linhagem e o local pode
determinar o destino da célula T CD4+ ThO. Setas azuis indicam citocinas que estimulam a populagéo
e setas vermelhas indicam inibigdo da respectiva populagéo. Na lateral direita ou em posi¢ao superior
as citocinas produzidas e lateral esquerda ou posig¢ao inferior os fatores transcricionais ativados.
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As citocinas proé-inflamatorias originadas de células Th17 (IL-2, TNF- a, IFN-
Y, TGF-B, IL-12, IL-16, IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-23 e IL-27) podem iniciar e perpetuar
o dano tissular observado na EM (Figura 16). Podem também direcionar a sintese ou
induzir outras células a produzir mediadores inflamatérios como IL-6, GM-CSF,
metaloproteinases de matriz e quimiocinas da familia CXC, incluindo CXCL8, um
potente quimioatrator de neutréfilos (GOVERMAN, 2009).

Estudos em pacientes com EM demonstraram numeros elevados de células
Th17, se comparados com lesdes agudas e controles feitos com individuos normais.
Além do mais, transferéncia de células Th17 parecem induzir EAE mais severa que
na transferéncia de células Th1. Portanto, chegou-se a concluséo de que células Th17
sdo as “verdadeiras” efetoras da autoimunidade no SNC (KOMIYAMA et al., 2006;
GOVERMAN, 2009).

Recentes estudos tém sugerido que células T coexpressando IL-17 e IFN-y
podem ser cruciais para a patogénese da EAE. Surpreendentemente, entretanto, a
necessidade de IL-17 ndo € do mesmo nivel que a de IL-23. Enquanto ratos
deficientes em IL-23 (IL-237-) sdo completamente resistentes a EAE, IL-17A"- e IL-17F-
- continuam susceptiveis (GOVERMAN, 2009; TENIENTE-SERRA; RAMO-TELLO;
MARTINEZ-CACERES, 2017).

Devido aos diferentes processos quimiotaticos desencadeados por IFN-y e IL-
17, macrofagos predominam nos infiltrados Th1, enquanto que neutrdfilos
predominam em infiltrados Th17. Devido ao fato de que nenhuma dessas citocinas é
absolutamente necessaria para o desenvolvimento de EAE, outras diferencas
funcionais entre essas duas linhagens devem ainda ser identificadas. A falta de
consenso em relagao ao papel dessas duas linhagens caracterizam as dificuldades
no entendimento completo das reagdes TCD4+ na autoimunidade (GOVERMAN,
2009).

Mecanismos que determinam onde as lesdes inflamatdrias se localizam
dentro do SNC afetam significativamente os aspectos clinicos, mas ndo sao
completamente compreendidos. Em muitos modelos murinos de EAE, alvos
predominantes na inflamagcdo sdo a medula espinhal, resultando nos classicos
sintomas de paralisia ascendente. Por outro lado, muitos pacientes com EM
desenvolvem lesbes inflamatérias no cérebro, apresentando diversidade maior de
sintomas. Inflamacgédo cerebral acompanhada de sintomas atipicos como ataxia,

hiperreflexos e incapacidade proprioceptiva ocorrem em alguns modelos de EAE que
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usam certas cepas e combinagdes de antigenos e em modelos com deficiéncia de
IFN-y (LEES et al., 2008; GOVERMAN, 2009).

O papel do IFN-y foi demonstrado em experimento de transferéncia de células
T especificas para MOG em ratos selvagens, o que levou a indugéo de inflamagao
apenas na medula espinhal. Em contraste, a mesma transferéncia de células T em
ratos com deficiéncia de receptores para IFN-y (IFN-yR) levou a processo inflamatério
especifico no cérebro. Esses dados sugerem que a sinalizagcéo de IFN-yR em medula
espinhal € necessaria para induzir inflamagdo nesse sitio, mas no cérebro essa
sinalizacgédo a inibe (Figura 17) (LEES et al., 2008; GOVERMAN, 2009).

Figura 17: Células Th1/Th17. Mecanismos de diferenciacédo em EM (parte 1)
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Em recente experimento com modelo de EAE, células T especificas foram
geradas para trés diferentes epitopos de MOG apds imunizagdo com MOG
recombinante. A transferéncia de células T adotivas que eram especificas para MOG
induziram, preferencialmente, inflamagao cerebral, enquanto que células T
especificas para os outros dois epitopos induziram inflamagdo apenas na medula
espinhal (Figura 17). Foi demonstrado também que inducdo da inflamagdo no
parénquima cerebral ocorreu apenas quando o numero de células Th17 era maior que

células Th1 nas meninges. Essa limitagdo nao foi demonstrada em relagdo a
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infiltragcdo na medula espinhal (Figura 18). Esses dados indicam que o balango
Th17/Th1 no infiltrado € um fator crucial para determinar se as células inflamatdrias
serdo recrutadas para o cérebro e se iniciardo o processo inflamatério (GOVERMAN,
2009).

Figura 18: Células Th1/Th17. Mecanismos de diferenciagdo em EM (parte 2)
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O balango entre Th17 e outras células T CD4+, incluindo Th1 e Treg no local
da inflamagado é um importante parametro para determinacédo do tipo de patologia,
locais de inflamacgao e estagios da doenga. Em EAE foi demonstrado que Th1 causa
danos inflamatérios na medula espinhal, enquanto que a inflamagao cerebral é
mediada por células Th17. O balango entre Th17 e células Treg pode determinar o
status da doencga. Foi sugerido que a proporcéao relativa dessas duas células pode
determinar se a inflamacdo no SNC se tornara crbnica ou ndo. Esses fatos
provavelmente se reproduzem em EM, todavia, € importante observar que os
resultados obtidos a partir de modelos de EAE n&o sao diretamente aplicados a EM
(JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Células Th9 sado o subtipo mais recente de células T auxiliares descoberto,
caracterizado pela secrecdo de altas concentragdes de IL-9. Estudos prévios

demonstraram que essas células sao capazes de induzir EAE e, de forma relevante,
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células Th9 e mastdcitos apresentam fungdes efetoras contra a BHE (ZHOU et al.,
2011).

Em estudo recente, o bloqueio de IL-9 atrasou a evolugao clinica e diminuiu a
severidade de EAE, com diminuicdo do infiltrado de mastdcitos no SNC. De forma
consistente com esse estudo, a ablacdo genética de IL-9R ou bloqueio de IL-9 por
anticorpos especificos atenuou EAE devido a diminuigdo de Th17 dentro do SNC. E
importante salientar que outro estudo sugere que deficiéncia na sinalizagao de IL-9
exacerba EAE. Portanto, IL-9 parece apresentar efeitos diversos na patogénese de
EAE (YIN et al., 2017).

As células Th2 e Treg que secretam citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
13 e TGF-B estdo associadas a inibicdo e/ou regulacédo da resposta imune. Foi
demonstrado recentemente que a deplecgao de células Treg prejudica a remielinizagao
“in vivo” e que fatores liberados por essas células promovem diferenciacdo de
oligondendrdcitos, fundamentais para a sintese de mielina. O desenvolvimento de
respostas Th1/Th17 ou Th2/Treg se encontra condicionado pelas citocinas presentes
durante a apresentagdo antigénica, pelo tipo de peptideo estimulante, pela
coestimulagao recebida e pelos fatores de transcri¢gdes envolvidos (MACHADO et al.,
2012; DOMBROWSKI et al., 2017; DITTMER et al., 2018).

2.1.2.2.1 Células Th17

A primeira sugestao de um novo subtipo de linfécito T auxiliar (LTA), diferente
de Th1 e Th2, surgiu pela observagao de células T CD4+ produtoras de altos niveis
de IL-17 sem expressado de IFN-y ou IL-4 (citocinas reciprocamente reconhecidas
como marcadoras de células Th1 e Th2). Outras importantes pistas foram fornecidas
por estudos em animais. Patologias como EAE foram inicialmente atribuidas a
mediagado de Th1. Entretanto, inconsisténcias com essa teoria foram demonstradas,
pois deplec¢des de citocinas como IFN-y, seu receptor IFN-yR, ou receptor de IL-12
(IL- 12RB2), o maior indutor de fendtipo Th1, elevam a susceptibilidade a EAE
(JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).
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Em 2006 trés grupos independentes demonstraram que TGF-3 € necessario
para o desenvolvimento de células Th17 (Figura 19). Essa citocina esta implicada em
processos de imunossupressao pela indugao da expressédo de Foxp3 e células Treg.
Todavia, é claro agora que promove repostas pro-inflamatérias através do
desenvolvimento de Th17, em presenca de citocinas inflamatérias como IL-6.
Portanto, o papel de TGF- como indutor de Treg ou Th17 é dependente da presenca
ou auséncia de IL-6. Essa citocina é capaz de inibir a expressao de Foxp3, impedindo
a diferenciacao de células Treg CD4/CD25 positivas (DURELLI et al., 2009; JADIDI-
NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Em ratos, foi demonstrado que IL-6 ativa proteina transdutora de sinal e
ativadora de transcricdo 3 (STAT-3), induzindo a expressao do fator de transcricao
RORyt, o que induz a produgao de IL-17. Em adigéo, a presencga de IL-6 é critica para
surgimento de moléculas de adesao cerebrovasculares, como molécula 1 de adeséao
vascular (VCAM-1), que é essencial para migragao leucocitaria ao SNC (DURELLI et
al., 2009; JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Presentes no mesmo ambiente, IL-6 e TGF-B induzem outro fator de
transcricdo para Th17 chamado RORa, que, em cooperagdo com o fator RORWt,
promove alta producgao de IL-17A e IL-17F. Foi demonstrado também que deficiéncias
em ambos leva a completa inibicdo de diferenciacéo Th17.

A IL-6 também é capaz de desencadear uma cascata de sinalizagdo
dependente de citocinas que levam a ampliacdo de Th17. Essa citocina induz a
expressao de receptor de IL-23 (IL-23R) nas células, tornando-as responsivas a
mesma. Ja foi claramente demonstrado na literatura que IL-23 é perfeitamente
dispensavel para o desenvolvimento de Th17, porém, recentemente, foi demonstrado
que promove diferenciacdo de Th17 por inibir T-bet e FoxP3 e ativar STATS3,
importante fator de transcricdo para Th17 (Figura 20) (VELDHOEN; HIROTA,
WESTENDORF, 2008; YANG; PAPPU; NURIEVA, 2008; JADIDI-NIARAGH,;
MIRSHAFIEY, 2011).

A IL-21 ndo demonstra papel essencial para o comprometimento de células T
naive com a linhagem Th17 e ndo demonstra importante papel na fisiopatologia de
EAE e da EM. Todavia essa citocina é capaz de induzir expressao de IL-17 em
colaboragédo com TGF-3, mesmo em auséncia de IL-6. Da mesma forma que IL L-6,
a IL-21 inibe Foxp3 induzida por TGF-B. A IL- 21 é produzida por células Th17 sob
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inducao de IL-6 e, de forma autdcrina, provoca a sintese de IL-23R (NURIEVA et al.,
2007; JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Figura 19: Diferenciacdo de células Th17 4
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Figura 20: Células Th1/Th17. Mecanismos de diferenciacdo em EM
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4 A diferenciagéo de células T CD4+ naive para as variadas linhagens de células CD4+ ¢ controlada
por numerosos fatores regulatdrios, como fatores de transcricdo especificos e citocinas inibitdrias e
estimulatérias. Provavelmente o balango entre varios estimulos para cada linhagem e o local pode
determinar o destino da célula T CD4+ ThO.
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Outro regulador positivo para Th17 € IL-1 por aumentar a agao de IL-6 e TGF-
B (VELDHOEN; HIROTA; WESTENDOREF, 2008).

As vias de sinalizagao de IL-18, e ndo a citocina em si, podem também estar
envolvidas no comprometimento da linhagem Th17. Foi demonstrado que ratos
deficientes de IL-18 eram susceptiveis a EAE, enquanto que animais deficientes em
IL-18Ra eram resistentes, demonstrando deficiéncia em resposta Th17. Portanto, &
proposto que a via de sinalizagdo de IL-18 esteja envolvida pela ligagdo de um outro
ligante distinto de IL-18 (GUTCHER et al., 2006; NURIEVA et al., 2007; JADIDI-
NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

O receptor de dioxina (aryl hidrocarbon receptor-AhR) & também um
importante fator de transcrigdo apenas expresso por Th17. Sua deficiéncia leva a
diminuicao de sua maturagdo. Ademais, evidéncias apontam que a presencga desse
receptor é fundamental para a sintese de IL-22. Células endoteliais apresentam
receptores para IL-22, além de receptores IL-17R, permitindo que essas duas
citocinas em conjunto atuem quebrando a integridade da BHE (VELDHOEN; HIROTA,;
WESTENDOREF, 2008; JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Outros fatores de transcricdo recentemente relacionados ao estimulo para
linhagem Th17 s&o o fator regulador de interferon 4 (IRF-4) e BATf (basic leucine ziper
transcription fator) (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Da mesma forma que fendtipos Th1/Th2 sdo capazes de se inibir pelas
citocinas IFN-y e IL-4 respectivamente, ha evidéncias de que essas citocinas também
antagonizem os passos iniciais para fenétipo Th17. Entretanto, uma vez desenvolvido
o fendtipo, ndo podem mais suprimir ou reverter o processo. IFN-y pode prevenir a
expanséao de células Th17 via IL-23 e elevar a expressao de T-bet, desencadeando
grande redugdo na geragao de IL-17. Por outro lado, T-bet pode, surpreendentemente,
se ligar a IL-23R e promover o desenvolvimento de Th17 (JADIDI-NIARAGH,;
MIRSHAFIEY, 2011).

Os fatores de transcricdo STAT 1 e STAT 4 possuem a fungédo de mediar a
sinalizagado para produgdo de IFN-y e IL-12, sendo reguladores negativos para
linhagem Th17. Células deficientes em STAT 1 apresentam elevagéo de producgéo de
IL-17 (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

A citocina IL-4 (tipica de células Th2) é capaz de inibir o desenvolvimento de
Th17. Sua sinalizagdo passa pelos fatores de transcricdo GATA-3, cMaf e STAT6
(Figura 20) (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).
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Um dos principais reguladores negativos de Th17 é IL-27. Citocina
estruturalmente relacionada a IL-6, sua sinalizacdo ocorre de forma semelhante ao
IFN-y (STAT 1). Foi demonstrado que a auséncia de sinalizacao de IL-27 aumenta a
inflamagao crénica e se correlaciona diretamente com elevagao na expressao de
células Th17. Além do mais, essa citocina promove produgao de IL-10, outra citocina
inibidora desse fendtipo (BATTEN et al., 2006; STUMHOFER et al., 2006).

Inicialmente reconhecida como citocina produzida por fenétipos Th2, a IL-10
é atualmente também relacionada a células Th1 e Treg. E ligada de forma inequivoca
a limitagdo da imunopatologia inflamatdria pela regulagéo negativa da atividade Th17
(MCGEACHY et al., 2007).

Apesar de IL-25 estar incluida na familia IL-17, ndo € produzida por Th17, mas
por Th2 e mastécitos. Apresenta papel de regulagdo negativa para Th17 e esta
envolvida na expressao de produtos de Th2, como IL-5 e IL-13. Sua deficiéncia esta
relacionada a inflamagao patogénica, com elevagao de IL-17 e IL-23 (FORT et al.,
2001; KLEINSCHEK et al., 2007).

A citocina IL-2 é reconhecidamente fator de crescimento para células T e sua
deficiéncia leva a doenga autoimune sistémica. Esse fato pode ser explicado, em
parte, pelo envolvimento dessa citocina na diferenciagao e sobrevivéncia de Treg.
Além disso, foi também demonstrado que IL-2 apresenta papel antagbénico ao perfil
Th17, restringindo a produgéo de IL-17 e que sua deficiéncia promove diferenciagdo
de Th17 via STAT5a/b (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

As células Th17 sao caracterizadas pela producédo de tipos distintos de
citocinas, incluindo IL-17A (identificada em 1995), IL-17F, IL-6, IL-9, IL-21, IL-22, IL-
23, IL-26 e TNF-a. Producéo de IL-17 € uma importante caracteristica das células
Th17, mas também pode ser produzida por outros tipos celulares como neutrofilos,
células NK, células yA e células T. S&o 6 tipos de citocinas pertencentes a familia IL-
17:IL-17A, B, C, D, E (IL-25) e F (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

Em adigéo a célula Th17CD4+IL-17+, um novo fendtipo de células T (Th17-1)
IL — 17+ IFN — y+ foi identificado. Sua diferenciagdo em relagao a Th17 pode ser feita
por seus receptores de citocinas. Enquanto células Th17 expressam CCR6 e CCR4,
células Th17-1 expressam CCR6 e CCR3 (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

As células Th17-1 nao tiveram esclarecidas sua origem, biologia e funcgao.
Séao classificadas em 2 subtipos baseados em sua expressao de receptores e niveis

de produgéo de citocinas. Foi demonstrado que CCR1+CCRS5- produzem grandes
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quantidades de IL-17 e pouco IFN-y, enquanto CCR2+CCR5+ produzem grande
quantidade de IFN-y e IL-17 (JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011).

O principal mediador de Th17 em relagédo a encéfalo-patogenicidade é IL-17A
e possui receptores em células endoteliais, células epiteliais, fibrobrastos, células
mieloides e sinovidcitos. A citocina é potente indutora de infiltracdo neutrofilica e
estimula a sintese e a liberagcdo de muitos mediadores inflamatérios como IL-8,
CXCL1, CXCLs6, IL-1B, IL-6, TNF-a, fator estimulador de colénias de granuldcitos e
mondcitos (GM-CSF), proteina 2 inflamatéria de macroéfagos (MIP-2), proteinas
quimotaticas de mondcitos (MCP-1) e fator estimulador de colénias de granulécitos
(G-CSF) (IVANOV; MCKENZIE; ZHOU, 2006).

Além de todo o estimulo inflamatério desencadeado por IL-17, parece que sua
principal fungdo na patogénese é a quebra da BHE. Ao aumentar a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em células endoteliais de cérebro, foi verificado
que o estresse oxidativo media a ativagdo da maquinaria contratil do endotélio. Além
disso, ROS levam a elevagao da expressao de moléculas de adesido no endotélio e
aumento de adesdo e migragao de células inflamatorias via BHE. A IL-17 ativa
receptor endotelial para IL-17 (IL-17R), o que é sucedido pelo aumento na geragao de
ROS mediado por NAD(P)H, oxidase e xantina-oxidase. O estresse oxidativo ativa o
sistema contratil endotelial pela elevagdo de concentracdo de cadeias leves de
miosina fosforiladas (MLC). Cadeias de miosina fosforiladas se associam com o
citoesqueleto de actina, levando a contragao celular e aumento dos espacgos

intercelulares da camada endotelial monocelular (KROENKE et al., 2008).

2.1.2.3 Células yoT

As células yoT sao uma populagao distinta de linfocitos que possuem fungdes
imunoldgicas e imunoregulatorias. A expresséo de receptores de células NK inibitorias
em yOT indicam papel na imunidade tumoral e em processos autoimunes. Duas
fragdes foram descritas para essas células. A fracdo ydT que expressa vy1 dentro
dos tecidos epiteliais, onde promove primeira linha de defesa contra infec¢des e
cancer. A segunda fragdo expressa vy2 e representa a grande maioria das células

yOT periféricas. Ha necessidade de maior esclarecimento no papel fisiopatolégico
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dessas células ja que as mesmas foram demonstradas em infiltrados de lesdes
cronicas e foram detectadas no liquor de pacientes com EM (SOSPEDRA; MARTIN,
2005).

2.1.2.4 Células APC para CD4+

No SNC, para individuos saudaveis, macrofagos foram identificados como
células predominantes a expressar MHC de classe 2 no espaco perivascular e liquor,
possuindo papel central nas fases iniciais de EAE. A deplegao dessas células inibe o
desenvolvimento da doenga (GOVERMAN, 2009).

Foi demonstrado que CD dentro do SNC ativam células T naive especificas
para mielina e facilitam sua diferenciagao para Th17. Em contraste, foi reportado que
CD mieloides isoladas do SNC permitem diferenciacdo de ambos os tipos celulares
Th1 e Th17, mas que as células isoladas no pico da doenca sao diferentes das
presentes no inicio, sugerindo que essa modificagdo fenotipica possa contribuir para
a remissao. E interessante notar que a deplegéo de CD plasmocitoides, que também
podem infiltrar no SNC durante a inflamagédo, nao faciltam o espraiamento de
epitopos, sugerindo que essas celulas regulam negativamente as respostas de células
TCD4+ nesse ambiente (MILLER et al., 2007; DESHPANDE; KING; SEGAL, 2007).

Astrdcitos e células da microglia provavelmente ndo sao mediadoras iniciais
de ativagcao de células T, pois apresentam baixa expressdo de MHC em SNC de
individuos saudaveis. Em contraste, durante a inflamagéo, células microgliais
expressam MHC de classe 2 e moléculas coestimulatdrias (IL-12 e IL-23). Essas
células parecem fundamentais para manutengdo da resposta autoimune no SNC.
Astrocitos produzem citocinas/quimiocinas incluindo IL-33 e contribuem para
degranulacdo de mastécitos e também interagem com essas células via CD40-
CDA40L. Todavia, analises mais detalhadas devem ser feitas para que o papel dessas
células nos estagios mais avangados de EAE seja esclarecido, pois tém sido relatadas
redugdes na expressdo de MHC classe 2 e redugdes na expressdo de moléculas
coestimulatérias, se tornando APCs menos eficientes nos estagios de remissédo da
EAE (GOVERMAN, 2009; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).



61

Apesar do papel pouco definido dos astrécitos como APC, essas células
influenciam a resposta inflamatéria através da producdo de quimiocinas e citocinas.
Astrocitos expressam galectina 9, que é ligante para T cell immunoglobulin mucin
domain 3 receptor (TIM 3) de células T. A sinalizacdo TIM 3 nessas células parece
promover fendtipos pro-inflamatoérios (GOVERMAN, 2009).

Em relagéo as células da micréglia, foi demonstrado que sustentam respostas
autoimunes no SNC por desencadear a produgao de mediadores inflamatérios pelas
células T, causando posteriormente a morte das mesmas. A participagcao dessas
células na inflamacgao esta diretamente ligada a ativagao do fator transcricional NF-
Kappa B, um regulador central de processos inflamatérios por codificar genes de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IL-1B3, TNF-a e IL-6 (GOVERMAN, 2009; GUO et
al., 2014).

Em resumo, macrofagos e CD sao provavelmente as APCs que ativam células
T assim que infiltram no SNC; células da micrdglia se tornam APCs competentes para
CD4+ apenas apos a inflamacéo, mas sua ativagao também pode desencadear morte
de células T; CD favorecem espraiamento de antigenos pela ativagdo de células T
naive, enquanto que CD plasmocitéides diminuem respostas T CD4+ (GOVERMAN,
2009).

2.1.2.5 Células T CDS8

Dentro do contexto funcional, células T CD8 sdo mais adequadas a geragéo
de danos no SNC que células T CD4 pelas razdes abaixo (JADIDI-NIARAGH,;
MIRSHAFIEY, 2011):

1) Exceto pela neurdglia, nenhuma célula residente do SNC expressa MHC de
classe 2. Isso pode ser induzido em astrocitos por IFN-y, mas ndo em
oligodendrdcitos ou neurdnios, sendo, portanto, apenas reconhecidos por
células T CDS8;

2) Proliferacdo proeminente de células T CD8 de memdria foi demonstrada em

liquor, tecido cerebral e sangue de pacientes com EM,;
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3) Ha mais células T CD8 em tecido cerebral de pacientes com EM que células T
CD4;

4) Moléculas de MHC classe 1 podem ser induzidas em neurdnios funcionalmente
comprometidos;

5) Epitopos de mielina restritos ao HLA de classe 1 foram descritos para MBP,
PLP, MAG e outros. Além disso, a resposta T citotoxica para MBP esta
aumentada em pacientes com EM;

6) Células T CD8 especificas para mielina secretam quimioatraentes (IL-16 e IP-

10) para linfocitos T CD4 especificos para mielina.

2.1.2.6 Células B e anticorpos

A observagao que Igs estdo elevadas no liquor de pacientes com EM foi a
mais importante e inicial evidéncia do papel dos plasmécitos em EM e a nao
observagado desse mesmo fendmeno no soro caracterizam essa produgao dentro do
SNC. Correlagdes entre elevacdo de anticorpos no liquor com episédios de piora
também corroboram a importancia humoral na patogénese (SOSPEDRA; MARTIN,
2005; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).

Células B ndo atravessam a BHE intacta. Entretanto, assim que o processo
inflamatdrio € instalado, células B, anticorpos e complemento podem entrar no SNC.
Células B e anticorpos podem contribuir para a doenga por diversos mecanismos
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017):

1) Células B podem servir como APC para células T autorreativas;

2) Células B fornecem coestimulagéo para células T autorreativas;

3) Células B e anticorpos ligados aos tecidos podem recrutar células T
autorreativas para o SNC;

4) Células T especificas podem ser ativadas no liquor por anticorpos e essas
células, por sua vez, sustentam a ativagdo das células B produtoras de
autoanticorpos;

5) A produgédo de anticorpos especificos contra mielina parece ser a forma mais

importante de células B contribuirem para a patogénese.
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Analises histopatoldgicas de tecido do SNC e analise de liquor demonstraram
presenga de celulas B, plasmacitos, anticorpos anti-mielina em I[aminas de pacientes
com EM em areas de desmielinizagéo ativa. Anticorpos podem participar diretamente
do processo de desmielinizagao por opsonizacao da mielina para agao posterior de
fagdcitos. Outro mecanismo de agao dos anticorpos seria a ativagédo do complemento
(presengca demonstrada em areas de desmielinizagdo), levando a formagao do
complexo de ataque a membrana (CAM) e citdlise mediada por complemento
(GENAIN et al., 1999).

Os antigenos especificos para os anticorpos no liquor em EM devem ser ainda
identificados. Muitos desses anticorpos nédo sao direcionados contra os componentes
principais da mielina, mas contra agentes infecciosos (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

MOG ¢é o candidato mais interessante como autoantigeno para células B em
EM. Anticorpos anti-MOG sao capazes de causar destruicdo de mielina em EAE, em
contraste com anticorpos anti-MBP ou anti-PLP. Anticorpos anti-MOG foram também
encontrados em EM. Todavia, como esses anticorpos também sio detectados em
controles (GENAIN et al., 1999).

De forma surpreendente, anticorpos podem também desempenhar papeis
protetores, supostamente por dois mecanismos importantes (SOSPEDRA; MARTIN,
2005):

1) Podem induzir resposta Th2;
2) Anticorpos contra componentes do SNC podem promover reparo mielinico.
Anticorpos IgM contra certos antigenos de SNC estimulam remielinizagédo em

diferentes modelos de EAE.
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2.1.2.7 Imunidade inata e seus mecanismos na EM

Receptores semelhantes ao Toll sdo (Toll-Like Receptors-TLR) expressos por
diversos tipos celulares e, ndo somente, por aquelas que possuem papel imunoldgico.
TLR tém importancia no reconhecimento de padrbes moleculares associados a
patégenos (PAMPS) gerando sinais pré-inflamatérios que deflagram os mecanismos
da imunidade inata (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Um aumento na expressao de TLR dentro do SNC é observada durante a EM,
mesmo em auséncia de envolvimento microbiano. Esses receptores sob estimulo de
seus ligantes como dsRNA (TLR3), LPS (TLR4), peptideoglicanos (TLR2 com TLR1/6)
e DNA CpG viral (TLR9) induzem uma grande variedade de fungdes imunoldgicas em
células gliais, como secregédo de IFN tipo 1 a/B, citocinas proé-inflamatdrias,
quimiocinas e aumento na expressao de moléculas MHC classes 1 e 2 (ELIEH-ALI-
KOMI; CAO, 2017).

A sinalizacdo inapropriada de TLR pode contribuir para doengas como EM. A
ocupacao desses receptores em CD inibe efeitos imunossupressores de linfocitos T
CD4+CD25+ via IL-6. Ja foi demonstrado que ratos deficientes em IL-6 sdo mais
resistentes a indugdo de doengas autoimunes (PASARE; MEDZHITOV, 2003;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Os TLRs podem também quebrar a tolerancia periférica a antigenos préprios
durante infecgdes crbnicas. Assumindo que células T autoimunes sao parte da
populagcao normal de células T, tem sido hipotetizado que, sob condigbes normais,
APCs permanecem em estado inativo e induzem tolerancia em células autorreativas.
Portanto, estimulos podem ativar APCs e transformar linfocitos T autorreativos
tolerantes em células efetoras. A exacerbagao clinica de pacientes com EM durante
infegcdes virais suporta essa teoria (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

A ativagao dependente de TLR em macréfagos, microglia e células dendriticas
resultam na indugao de citocinas como IL-6, IL-15 e TNF-a que participam da quebra
de BHE e atracdo linfocitaria, inflamacdo e modulagdo da imunidade adquirida
(ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).
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2.1.2.8 Mastdcitos

Mastdcitos surgem a partir de precursores CD 347/CD117* e circulam no
sangue como precursores, finalizando seus processos de maturagdo sob a influéncia
de fatores de crescimento nos tecidos (DONG; ZHANG; QIAN, 2014).

Mastécitos sdo, comprovadamente, relacionados a doengas atdpicas como
asma, rinite alérgica e dermatite atépica. Essas células participam dos eventos da
imunidade natural e adquirida, favorecendo ou levando a danos para o hospedeiro
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005; RYAN, 2009; CONSTANZA et al., 2012; ELIEH-ALI-
KOMI; CAO, 2017).

Em relacdo a EM autores tém buscado elucidar o papel dos mastécitos na
fisiopatologia da doenca. Altos niveis de triptase e histamina sdo encontrados no
liquor de pacientes com EM, sugerindo sua ativagdo. Acumulos em sitios inflamatoérios
em areas de desmielinizacdo no cérebro e na medula espinhal foram também
demonstrados (SOSPEDRA; MARTIN, 2005; RYAN, 2009; CONSTANZA et al., 2012;
ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).

O acesso dos progenitores de mastocitos no cérebro se da pelas
leptomeninges durante os primeiros estagios de desenvolvimento da doenga via vasos
sanguineos. E importante salientar que se distribuem em todos os tecidos, mas
apresentam normalmente baixa concentracdo no SNC e sua elevacdo em EM foi
relacionada a produgcdo de quimiocinas, Regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted (RANTES). Avaliagdes histolégicas demonstraram, em cortes
de cérebro de pacientes com EM, a presenga da maioria dos mastdcitos nas bordas
das regides de placas, agrupadas em areas restritas de vénulas e capilares,
representando as principais areas de formagao de edemas no cérebro (SOSPEDRA,;
MARTIN, 2005; RYAN, 2009; CONSTANZA et al., 2012; ELIEH-ALI-KOMI; CAO,
2017).

Mastécitos de roedores sdo classificados de acordo com a distribuicdo
anatbmica e conteudo de seus granulos em duas subpopulagdes: mastdcitos de
mucosas (MM), residindo nos tratos respiratorio e gastrointestinal, e mastdcitos de
tecido conectivo (MTC), presentes na pele, cavidade peritoneal e tecido conectivo. Os
MM sao geralmente menores que MTC e se diferenciam também pelo conteudo de

proteases, proteoglicanos e histamina em seus granulos. Em humanos, a presenca
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de triptase e quinase é usada para diferenciar dois subconjuntos de mastdcitos. Os
que possuem triptase e estdo presentes no pulmao e na mucosa intestinal (MT) e os
mastocitos que possuem triptase e quinase (MTQ) encontrados na pele (GALLI et al.,
2011; MUKAI et al., 2018).

Dependendo das condigbes inflamatérias do tecido e de estimulos
especificos, mastécitos tém demonstrado respostas bioldgicas variadas e até
antagonicas “in vivo” e “in vitro” (Figura 21). Essa peculiaridade pode ser demonstrada
pela interagdo entre mastdcitos e células Treg (Foxp3+). Quando estimulados “in vitro”
com lipopolissacaride (LPS) ou IFN-y, mastdcitos tém desempenhado papeis de
células APC, com preferencial expansdo e diferenciagdo de células T naive
especificas para Treg. Como parte dessa inter-relacéo, Treg apresenta, por sua vez,
a capacidade de suprimir a degranulagao de mastécitos dependente de FceRI atraves
da interagao OX40-OX40L (KAMBAYASHI et al., 2009; CONSTANZA et al., 2012).

Mastécitos também podem direcionar diferenciacdo de células T para perfis
Th1, Th2 e Th17 pelas citocinas que produzem (IL-44, IL-10, IL-13, TGF-B, TNF-a e
IL- 6). Além disso, expressam IL-4, IL-12, IL-15, e TNF-a e moléculas coestimulatorias
CD154 e OX40L, que influenciam a maturagao tanto de células dendriticas quanto de
células T. Citocinas como IL-4, IFN-y, TNF-a e MIP-a podem afetar o trafico de células
por quimiotaxia direta e/ou proporcionar o surgimento de moléculas de adesdo no
endotélio (ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).

Em humanos e roedores, como dito anteriormente, a presencga dessas células
nas leptomeninges levou ao questionamento em relagcéo ao papel dessas células no
trafego de células imunes através da BHE, aumentando a infiltragcdo no SNC por
recrutamento, adesao, rolamento e liberacado de citocinas/quimiocinas de leucécitos
(IL-16, TNF-q, IL-1) levando a indugéo de molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1)
e molécula de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) favorecendo assim o recrutamento
de neutrofilos. Mastocitos humanos expressam receptor de corticotropina liberada
(CRHR), cuja ativagéo leva a liberacdo de VEGF, que possui capacidade de neo-
vascularizagao e vasodilatagdo (SOSPEDRA; MARTIN, 2005; SAYED et al., 2010;
CONSTANZA et al., 2012; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).
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Figura 21: Provaveis mecanismos de atuacdo de mastécitos em EAE/EM
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Fonte: NORTHWESTERN UNIVERSITY, 2017.

A participagdo de mastécitos na EM humana tem sido investigada
indiretamente pelo seu papel em EAE. Muitos estudos histologicos tém examinado a
frequéncia e distribuicdo de mastécitos em SNC e 6rgéaos linfoides periféricos durante
o curso da EAE em diferentes espécies animais. Alguns trabalhos relatam diminuigao
dessas células na dura-mater e no talamo durante a fase aguda da doenga em ratos,
enquanto outros descrevem que ndo ha modificagdes quantitativas. Resultados com
aumento de trés vezes na concentragcdo dessas células também sdo citados na
literatura. Entretanto, apesar das discordancias quantitativas, muitos desses estudos
sdo concordantes em apresentar resultados que apontam para elevagdo na
porcentagem de mastocitos degranulados em cérebro de ratos que tenham
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desenvolvido EAE, sugerindo a participacao dessas células na fase ativa da doenga
(STANLEY; JACKSON; ORR, 1990; DIMITRIADOU; PANG; THEOHARIDES, 2000;
CONSTANZA et al., 2012).

Em contraste com o demonstrado em ratos, no desenvolvimento de EAE em
camundongos (WBB6F1 e C57BL/6), ndo foram identificados mastocitos
degranulados ou infitrado dessas células em areas de desmielinizagdo aguda
(CONSTANZA et al., 2012).

Camundongos WBBG6F1-Kit"Wv carregam dois alelos mutantes (W) no
cromossomo 5, correspondente ao gene c-Kit. A mutagcdo W ¢é pontual com
substituicdo de guanina para adenina, levando a produgédo de um gene c-Kit truncado,
com perda do dominio transmembranico que nao é expresso na superficie da célula.
A mutacdo W-v é pontual com substituicdo de citosina por timina (resultando na
mudanga Thr660Met) no dominio tirosina quinase em c-Kit, resultando em diminuigao
expressiva de seu receptor de sinalizagdo. Camundongos Kit""WV apresentam
deficiéncia de mastdcitos e outras anormalidades, como melanogénese, esterilidade,
anemia, neutropenia e deficiéncia de células intersticiais de Cajal (NOCKA et al., 1990;
HAYASHI et al., 1991; GRIMBALDESTON et al., 2005; KAWAKAMI, 2009).

Trabalhos iniciais demonstraram que camundongos WBBG6F1-KitV/Wv
desenvolveram EAE cronica induzida por MOGss.55 com menor severidade que os
controles sem a mutagéo. Posteriormente, estudos do mesmo grupo comprovaram o
papel dessas células no desenvolvimento da doenga, agindo em 6rgaos linfoides
secundarios e no SNC. De fato, mastécitos foram identificados como necessarios para
o estabelecimento de uma resposta Th1 encefalocitogénica 6tima em linfonodos e
baco (SECOR et al., 2000; GREGORY et al., 2005).

Experimentos de reconstituicio em ratos W/WY com precursores de
mastdcitos derivados de medula dssea de ratos selvagens (BMMCs) tém se mostrado
extremamente praticos para o estudo de mastdcitos “in vivo”. Tanzola et al. (2003)
examinaram a cinética de distribuicdo tecidual de mastoécitos derivados de medula
O0ssea de ratos selvagens marcados com proteina fluorescente em ratos W/WV
reconstituidos para identificar a influéncia de mastécitos antes e durante a EAE. Eles
revelaram que o numero de mastdcitos em érgaos linfoides secundarios muda com a
progressao da EAE.

Além disso, mastdcitos ndo foram detectados no cérebro ou medula espinhal

durante o curso da doenga, sugerindo que podem contribuir com a evolugdo da
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doenga por mecanismos fora do SNC. De fato, mastdcitos sdo células dinédmicas
capazes de migrar aos sitios de ativagdo de linfécitos T, onde, por sua vez, podem
influenciar a geracdo de células da imunidade adaptativa (TANZOLA et al., 2003;
ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).

A avaliagédo histolégica de orgaos linfoides periféricos durante a fase de
inducédo da EAE em camundongos C57BL/6 revelou grande nimero de mastdcitos em
certo grau de agrupamento dentro das areas perifoliculares ricas em células T dos
linfonodos de drenagem e presencga de mastoécitos ativados demonstrando interagoes
espaciais com celulas Th17 e Treg. Esses achados sugerem uma potencial
modulagdo mastocitaria nas fungdes de Treg e Th17 fora do SNC (CONSTANZA et
al., 2012).

Para determinar se mastdcitos residentes afetam a infiltracdo de células T no
cérebro e na medula espinhal, Gregory e colaboradores utilizaram populagdes de
ratos selvagens (WT), ratos W/W " e ratos W/¥ com suas populagdes de precursores
de mastdcitos reconstituidas por infusdo venosa (BMMCs). O estimulo para EAE foi
feito com MOGss.-55 € analise das populagdes de células T no SNC por citometria de
fluxo. O trabalho demonstrou redugédo na porcentagem de células T CD4 e CD8 no
SNC de ratos W/ W Y quando comparados com controles selvagens. Em relacdo aos
ratos reconstituidos, células T CD4, diferentemente de células T CD8 (requerem sinais
de mastdcitos do SNC), puderam infiltrar (GREGORY et al., 2005).

A fim de investigar melhor o papel das citocinas originadas de mastdcitos,
Gregory et al. (2005) usaram um modelo de reconstituicdo de mastdcitos e
investigaram o papel de IL-4 derivada de mastocitos promovendo resposta Th1 “in
vivo”. Apesar de IL-4 ser melhor conhecida como promotora de populagao Th2, ja foi
demonstrada sua participacdo em respostas Th1. Nesse experimento W/WV foram
reconstituidos por células progenitoras de animais selvagens e uma segunda
populagéo de W/W Yrecebeu células IL-4 -/-. Ambos os grupos foram imunizados por
MOGss-55. Andlises mostraram que IL-4 influencia aumentando lesées neuronais na
EAE promovendo células Th1 (ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).

Apesar de varios estudos, como os citados anteriormente, terem
caracterizado a importancia de mastdocitos no desenvolvimento de EAE em ratos e
camundongos, ha importantes discrepancias na literatura, demonstrando, por
exemplo, desenvolvimento de EAE em WBB6F1-Kit"'"Wv com igual, ou até maior

severidade, que em animais selvagens. As razdes para esses dados conflitantes
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devem ser melhor investigadas, mas é possivel que possam estar relacionadas as
diferentes técnicas de indugao utilizadas nos experimentos (SECOR et al., 2000;
PICONESE et al., 2011; CONSTANZA et al., 2012).

O protocolo do trabalho original usado por Secor et al. (2000), para indugao
de EAE, que demonstrou protegdo para EAE em Kit""V foi muito mais forte que os
protocolos que geralmente sdo usados para induzir EAE em rotina. Nos trabalhos que
demonstraram susceptibilidade total de camundongos c-Kit"V'Vv para EAE, a doenga
foi desencadeada por concentragdes menores de peptideos e adjuvantes. De fato, foi
demonstrado que camundongos c-Kit""v desenvolveram EAE mais branda que
controles apenas sob um protocolo de “forte” imunizagdo. Quando um protocolo mais
brando foi aplicado, EAE foi levemente exacerbada nesses animais (SECOR et al.,
2000; PICONESE et al., 2011; CONSTANZA et al., 2012). Além do mais, trabalhos
demonstraram que, mesmo sob condicbes de imunizagdo relativamente branda,
houve relatos de diminuigdo da severidade de EAE em c-Kit""V sugerindo que outros
fatores, além da técnica de imunizacéo, influenciam no desenvolvimento de EAE apoés
o estimulo (BENNETT et al., 2009; FEYERABEND et al., 2011; PICONESE et al.,
2011; CONSTANZA et al., 2012).

Esses dados controversos tiveram sua analise ainda mais dificultada quando
comparados a trabalhos com camundongos C57BL/6-KitV-s"W-sh (camundongos com
essa mutagdo para inativacdo do gene c-kit apresentam severa deficiéncia em
mastocitos) (NOCKA et al., 1990; HAYASHI et al., 1991). Surpreendentemente, foi
demonstrado que EAE nesses animais foi exacerbada em relagao aos controles com
inicio precoce e progressdao mais severa, sob diferentes condigdes de imunizagao
(NOCKA et al.,, 1990; HAYASHI et al., 1991; GRIMBALDESTON et al., 2005;
KAWAKAMI, 2009; PICONESE et al., 2011).

Alguns trabalhos descrevem um perfil mais pro-inflamatério de células T
autorreativas em orgéos linfoides periféricos de animais KitV-s"W-sh_De fato, células T
especificas para mielina em camundongos deficientes de mastdcitos apresentam
resposta proliferativa maior a estimulo por MOGasss5, elevacdo de secrecdo de
citocinas Th1/Th17, como IFN-y, IL-6, IL-17A e diminuigdo de citocinas supressoras
de Th2, como IL-4, IL-5, IL-10. Severidade clinica elevada também foi relacionada a
diminuicdo da frequéncia de Treg no bagco e no SNC (PICONESE et al., 2011; LI et
al., 2011).



71

Coletivamente, os trabalhos discutidos acima descrevem um cenario ambiguo
sobre o envolvimento de mastdcitos na fisiopatologia da EAE. De fato, em modelos c-
Kit, uma certa variabilidade no resultado da doenga nas mesmas cepas deficientes de
mastocitos, como em Kit"V'WY versus KitV-s"W-sh foi demonstrado. No todo, a expresséo
de EAE em Kit"Y"" parece ser afetada pelas condigbes de imunizagéo, enquanto que
em camundongos Kit"V-s"W-sh -5 doenga se desenvolve de forma similar ou mais
intensa que em controle que desenvolveram EAE sem as mutag¢des supracitadas (LI
et al.,, 2011; CONSTANZA et al., 2012; YIN et al., 2017).

Diferentes resultados obtidos no mesmo modelo deficiente em mastdcitos
pode refletir a plasticidade e sua variavel resposta a diferentes formas de estimulos,
mas também as condigcbes ambientais dos camundongos, composi¢ao de sua
microbiota intestinal ou outras razdes ainda nao esclarecidas. Divergéncias entre
modelos KitVWv e KitV-s"W-sh hodem variar de acordo com a constituigdo genética ou
resultar de alteragdes hematopoéticas complexas nesses animais (LI et al., 2011;
CONSTANZA et al., 2012; YIN et al., 2017).

Um trabalho buscou avaliar a contribuicdo de mastécitos em EAE em um novo
modelo de camundongos deficientes de mastdcitos, independentes de anormalidades
de c-Kit. A insercdo de uma Cre-recombinase no locus carboxipeptidase A3 (Cpa3)
de mastocitos por recombinagdo resulta em seletiva delegdo da linhagem
mastocitaria. Em ratos heterozigotos Cpa3°®* revelou ablagdo nas populagbes de
mastécitos de mucosas e tecido conjuntivo no intestino, pele e cavidade peritoneal,
além de redugio parcial nos basofilos esplénicos. Ratos Cpa3°®* desenvolveram EAE
com severidade clinica, infiltragdo de SNC por células do sistema imune e resposta
periférica de células T a MOGss.55 comparavel aos controles. Coletivamente, os dados
obtidos em modelo Cpa3°®* indicaram que mastocitos ndo promovem e nem
diminuem a resposta autoimune que ocorre no SNC durante EAE e desempenham
papel redundante na expressao clinica da doenga (FEYERABEND et al., 2011).

Em resumo, tem sido sugerido que mastdcitos participam da fisiopatologia de
EAE e EM da seguinte forma (SOSPEDRA; MARTIN, 2005):

1) Tém a capacidade de agir como APCs e influenciar EM modulando resposta
Th1/Th2.
2) Possuem atividade pro-inflamatéria em EAE de acordo com o protocolo de

estimulo.
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3) Possuem atividade pro-inflamatéria em EM.

4) Em modelos de EAE que utilizam camundongos, exercem sua influéncia de
forma mais contundente a partir de 6rgéos linfoides secundarios, ja que
diversas técnicas histoldégicas ndo demonstraram sua presenca significativa
no SNC desses animais.

5) A degranulagdo de mastécitos em resposta a MBP pode levar a
desmielinizagdo in vitro via enzimas proteoliticas com destruicao de
neurénios.

6) A maior prevaléncia da EM em mulheres pode provavelmente estar
relacionada ao fato de que mastdcitos apresentam receptores de

estrogénio.

2.1.2.9 Neutrofilos

Apesar de ainda nao ter sido provado o trafico de neutrdéfilos pelas meninges,
trabalhos confirmaram a entrada precoce de neutréfilos no SNC em EAE, um evento
mastécito-dependente (BROWN; MCFARLIN; RAINE, 1982; SAYED et al., 2010;
CHRISTY, 2013).

O papel dos neutréfilos em EM e em outras doengas de SNC permanece
controverso. Apesar de serem detectados em SNC, possuem vida curta e
compreendem uma propor¢ao relativamente menor das células do infiltrado, o que
talvez obscureca seu papel na fisiopatologia dessas doencgas. Todavia, em EAE,
aparecem bem documentados (CHRISTY, 2013).

Foi demonstrado na literatura que neutrdéfilos sdo fundamentais para a quebra
da BHE em EAE e seu desenvolvimento pelo uso de anticorpos para deplegao de
CXCR2 (receptor de quimiocinas em neutréfilos). Doengas associadas a quebra de
BHE e susceptibilidade a essas doengas pode ser restaurada pela transferéncia de
neutrdfilos de ratos selvagens a ratos CXCR2”, indicando ser essa sinalizagdo
fundamental para fun¢des neutrofilicas em EAE (CARLSON, 2008).

A chegada precoce e relativamente sustentada por, pelo menos, 22 dias de
neutréfilos nas meninges é consistente com a ideia de que essas células inicialmente

exercem papeis mais localizados em termos de permeabilidade vascular através de
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alteragcdes da BHE que permeia os vasos sanguineos das meninges (CHRISTY,
2013).

A destacada inflamagado das meninges, refletida na grande expressao de
mediadores imunolégicos e no influxo de células, sugere que, talvez, a localizagao
inicial dos neutrdfilos seja um pré-requisito para o processo patolégico no SNC
associado a EM/EAE. Citocinas, por sua vez, possuem papéis centrais no
desenvolvimento desse ambiente inflamatério. O TNF- a que, além de estimular o
recrutamento de neutréfilos e CDs, ativa em neutrdfilos a expressao de mediadores
(alguns dos quais expressos nos estagios iniciais da doenga nas meninges) capazes
de recrutar células Th1 (CCL2, CXCL9 e CXCL10) e células Th17 (CCL2 e CCL20).
Em adicédo a essa escalada inflamatdria, Th17 libera IL-17, que recruta neutrdfilos, e
GM-CSF, que prolonga a vida dessas células no tecido (CHRISTY, 2013).

2.1.2.10 Células natural killer (NK)

Essas células parecem exercer importante papel imunoregulatério em EM. A
associagao entre queda de atividade de células NK e a evolugéo clinica da EM foi
descrita pela primeira vez em 1980. Trabalhos com citometria de fluxo demonstraram
a real diminuicdo dessas células em pacientes com EM, apontando para importante
papel imunorregulatério das mesmas nessa doenga (KASTRUKOFF et al., 1998;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017). Sua queda se reflete em
sangue periférico, liquor e nas regides de desmielinizagao no SNC. Células NK podem
suprimir autoimunidade pela produgéao de citocinas (IL-5, IL-13, TGF-B) ou por indugao
de lise via perforina. Em relagao a EAE, foi também demonstrado que a queda dessas
células leva a um aumento da severidade e da mortalidade dos animais em estudo
(KASTRUKOFF et al., 1998; SOSPEDRA; MARTIN, 2005; ELIEH-ALI-KOMI; CAO,
2017).
2.1.2.11 Células NKT

Essas células exercem papel imunorregulatério importante em doencgas

autoimunes. Ambas células NKT CD4 positivas e CD4 negativas expressam um TCR
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de cadeia alfa (Va24jaQ) pareado com segmento VB11. Células NKT reconhecem
glicolipides presentes em moléculas ndo MHC classicas, como CD1d. Uma
consideravel reducéo de Va24jaQ entre células Va24+ tem sido observada no sangue
de pacientes com EM (ILLES et al., 2000; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

O papel dessas células em EM é teorizado por dados em EAE. Um glicolipidio
sintético, analogo a alfa-galactosilceramida que se liga a CD1d e estimula NKT em
humanos e ratos, suprime EAE por indugdo seletiva de IL-4. NKT CD4+ sao
provavelmente as células NKT de maior atividade regulatéria (VAN DER VLIET et al.,
2001; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

2.1.2.12 Macrofagos e radicais livres de oxigénio

Os macrofagos sé&o os principais responsaveis pelo dano a mielina e os
produtos de degradagédo de mielina podem ser encontrados no interior dos mesmos.
Possuem também capacidade enzimatica de gerar altas concentragdes de radicais
livres de oxigénio e nitrogénio, que sédo detectadas em lesdes de SNC de pacientes
com EM (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Por outro lado, macréfagos estimulam reparo tecidual (remielinizagéo) pois
células progenitoras de oligodendroécitos respondem a lesdes desencadeadas pelos
mesmos, se dividem e se diferenciam em células ativas, promotoras da sintese de
novas camadas de mielina (FRANKLIN et al., 2012; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2017).
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2.1.2.13 Complemento

Todos os principais componentes celulares do SNC sao capazes de produzir
proteinas do complemento. Astrécitos sdo as principais fontes de complemento no
SNC, favorecendo protegdo contra patégenos ou promovendo lesdo em algumas
doencgas. A desmielinizagdo na EM ocorre também com a contribuicao das proteinas
do complemento, tanto pela via classica como pela ativagao direta apds ligagao
dessas proteinas a mielina. MOG pode ser capaz de ligar e ativar o componente C1q
do complemento, pois carrega um dominio similar a regido de ligagdo de C1q a
anticorpos (JOHNS; BERNARD, 1997; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

A ativacdo de complemento € mais um fator desencadeante de lise de
oligodendrdcitos, além de promover quimiotaxia de macréfagos para a regido. A
susceptibilidade dos oligodendrécitos a essa atividade pode ser facilitada pela falta de
expressao de inibidores do complemento como CR1 (CD35), proteina cofatora de
membrana (CD46), fator homdlogo de restricdo ou heterogeneidade de outros, como
CD59 (JOHNS; BERNARD, 1997; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

2.1.2.14 Citocinas

Na manutencdo da homeostase, um balango dindmico entre citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias € necessario. As citocinas proé-inflamatérias
provavelmente desempenham papel importante na patogénese da EM via sistema
imune na periferia e/ou por dano direto a estrutura mielina/oligodendrdcito
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Elevadas concentracbes de TNFa no soro e células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) secretoras tém sido relatadas em pacientes com EM. Sua
expressao é elevada em areas de desmielinizagdo se comparadas com regides de
remielinizacdo ou inativas. Além de seu papel na inflamagédo, TNF-a também esta
envolvido nos processos de reparo tecidual no cérebro (BITSCH et al., 2000).

Resultados em relagdo ao IFN-y no sangue de pacientes com EM sao

conflitantes. Existe a percepcdo de que células T secretoras de IFN-y sao
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encefalitogénicas, mas animais “knock out’ para IFN-y desenvolveram formas mais
graves e até letais de EAE comparados a controles. A IL-12 (o maior estimulador para
producgdo de IFN-y) tem sido implicada como citocina proé-inflamatéria e IL -23, citocina
que compartilha a cadeia p40 com IL-12, é o principal mediador desses efeitos
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005).
Ha diferentes mecanismos propostos para justificar a desmielinizagéo por

estimulo de citocinas (SOSPEDRA; MARTIN, 2005):

1) TNFa e IFN-y podem ser téxicos para oligodendrdcitos;

2) Citocinas podem ativar macrofagos e microglia, que irdo fagocitar mielina;

3) Citocinas pro-inflamatdrias podem estar envolvidas na indugéo de apoptose e

desmielinizacao.

A IL-17 esta também em concentragao relevante no SNC de pacientes com
EM, assim como IL-6, uma citocina de atividade anti e pro-inflamatéria que foi
demonstrada no soro de paciente com EM (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Dados em relacdo as citocinas anti-inflamatérias em EM sao similarmente
contraditorios. Queda de células PBMC secretando IL-10 e baixas concentragdes de
IL-10, em EM foram relatados. Além do mais, investigadores tém descrito quedas na
expressao de IL-10, mas alto numero de PBMC expressando RNAm para IL-10 antes
das recidivas clinicas (LINK et al., 1994; HUANG et al., 1999; SOSPEDRA; MARTIN,
2005).

Alta concentragdgo de PBMC expressando RNAm para IL-4 tem sido
observada de forma nao esperada em liquor de pacientes com lesdes de EM. Estudos
com IL-10 e IL-6 tém se mostrado contraditérios. Assumindo papel protetor para perfil
Th2, pelo menos duas interpretagdes podem ser propostas (LINK et al., 1994; HUANG
et al., 1999; SOSPEDRA; MARTIN, 2005):

1) Essas citocinas, principalmente IL-10, podem estar envolvidas na patogénese
por promover proliferacdo de células B, diferenciacdo e produgdo de
anticorpos;

2) Presencga de IL-4, IL-10 e TGF-B em liquor de EM pode refletir o continuo dos
mecanismos imunorregulatérios que sao iniciados apos exacerbacado da

doenca e sdo também importantes para resolugao/prevencao de EAE.
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2.1.2.15 Quimiocinas

Quimiocinas e seus receptores tém papeis centrais no recrutamento de
células durante o processo inflamatério. Essas moléculas favorecem o processo de
migracao de linfocitos T e mondcitos através da BHE mediante dois mecanismos
(MACHADO et al., 2012):

1) Quimiotaxia;
2) Ativagado da uniao de integrinas linfocitarias a receptores especificos de

células endoteliais.

As quimiocinas que atuam nestes processos e foram identificadas sao MIP-
1a (CCL3), MCP-1 (CCL7) e MIP-2, IP-10 (CXCL10) e RANTES (CCL5), assim como
seus respectivos receptores CXCR3 e CCR5. Estudos demonstram que este grupo
de quimiocinas séo preferencialmente quimioatrativos para linfocitos Th1 (MACHADO
et al., 2012).

A chegada de células T inflamatérias no SNC inicia com a fraca adesao e
rolamento no endotélio da BHE, seguido pela firme ligagdo da célula no endotélio e
posterior diapedese através da mesma. Quimiocinas induzem o surgimento de
moléculas de adesao leucocitarias que medeiam essa firme adeséo e estabelecem
um gradiente quimiotatico que resulta no recrutamento de células que tenham aderido.
Outro processo que facilita a quebra da BHE ¢é a indugédo de enzimas proteoliticas
durante o desenvolvimento desse processo (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Entre varios receptores de quimiocinas, CCR5 e CXCR3 tém recebido
atengcdo como receptores chave para respostas orquestradas por populagdo Th1,
assim como CCR3 e CCR4 para Th2. Além desses, CCR7, um importante marcador
para capacidade de migracdo de mononucleares a 6rgéos linfoides secundarios,
também é alvo de interesse. Abaixo estdo os principais achados de quimiocinas no
sangue, liquor e nas lesdes de pacientes com EM (STRUNK et al., 2000; SORENSEN
et al., 2001; CALABRESI et al., 2002; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).
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2.1.2.15.1 Sangue

Expressédo de CCR5 esta elevada em células T circulantes de pacientes com
EM, inclusive durante as recaidas. Também esta documentada a elevagdo da
expressdo de CXCR3 em células T circulantes. E importante ressaltar que células T
expressando CCR5 e CXCR3 em EM produzem altas quantidades de IFN-y e TNF-q,
e células Th1 MPB especificas expressam altas concentragcdes de CXCR3 e CXCR6
(STRUNK et al., 2000; SORENSEN et al., 2001; CALABRESI et al., 2002;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

2.1.2.15.2 Liquor

As moléculas RANTES e CXCL10 estao elevadas no liquor de pacientes com
EM, enquanto CCL2 (MCP-1) esta significativamente diminuida. Esse fato foi
confirmado durante exacerbagdes da doenga e nao ocorre nas remissées. CCL3 tem
sido encontrado no liquor de pacientes com EM, assim como em outras doencgas
neuroinflamatdrias (STRUNK et al., 2000; SORENSEN et al., 2001; CALABRESI et
al., 2002; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Em relagao a receptores de citocinas, estudos iniciais documentaram elevada
proporcao de ceélulas T no liquor que expressam CXCR3 e CCR5 comparados com
PBMC. CXCR3 provavelmente facilita a entrada de células T no liquor, e CXCL10
media a retencao dessas células no SNC inflamado. Células Th1 CCR5+ e CXCR3+
no liquor também expressam CCRY7. Mondcitos infiltrados no liquor expressam CCR1
e CCR5 em altos niveis. Todavia, resultados similares foram obtidos em controles,
sugerindo que a presenga de mondcitos CCR1+/CCR5+ é independente da
inflamacao no SNC (STRUNK et al., 2000; SORENSEN et al., 2001; CALABRESI et
al., 2002; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).
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2.1.2.15.3 LesoOes cerebrais

Algumas quimiocinas e seus receptores foram detectados em lesdes
cerebrais, indicando que possam ser alvos terapéuticos. CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-
1B) e CCL5 (RANTES) sao expressos dentro de lesdes de EM. O CCL4 esta presente
nas células inflamatdérias do parénquima (macrofagos e microglia), CCL3 também no
parénquima das células inflamatdrias e neurdglia ativada e CCL5 nas células
inflamatérias perivasculares e em menor concentragdo nos astrécitos. Outras
quimiocinas ativas em lesées de EM incluem CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-3), CCL8
(MCP-2) e CXCL10 (IP-10). O CXCR3 é expresso na maioria das células
perivasculares em lesdes cerebrais de EM e CCR5 em um subconjunto dessas
células. Elevadas expressdes de CCL2, CCL3, CCL5 e CXCL10 em EAE sao
associadas com a progressao da doenca e a deplegao in vivo melhora a EAE. Ratos
deficientes em CCR2, e em uma menor extensdo em CCR1, falham em exibir
sintomas de EAE (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

Em contraste, ratos deficientes em CCR5 demonstraram severidade da
doenca similar em relacdo aos controles. Esses dados sugerem que CCR5 néao
participa do processo de acumulo de células T no SNC durante a EAE (SOSPEDRA,;
MARTIN, 2005).

Polimorfismos em genes de quimiocinas e seus receptores foram sugeridos
como fatores de susceptibilidade ou resisténcia a EM. Como exemplo pode ser citado
o polimorfismo de CCR5A32. Essa mutagao leva a um receptor nao funcional e tem
sido associada a uma queda na severidade de EM. Polimorfismos em CCL7(MCP-3)
também foram associados com resisténcia a EM (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

As metaloproteinases (MMP) também permitem a passagem de células
inflamatdrias para dentro do SNC (células T e mondcitos) e representam uma familia
de enzimas proteoliticas. Sdo produzidas por células T ativadas, mondcitos, astrécitos
e células da micréglia, podendo provocar dano direto a bainha de mielina (MACHADO
et al.,, 2012).

2.2 ANTIGENOS DE MIELINA
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2.2.1 Proteina basica de mielina (PBM)

A PBM é a segunda proteina mais abundante na constituicdo da mielina (30
a 40%) e a melhor estudada em EM, sendo a primeira a ser exaustivamente usada
em protocolos para desenvolvimento de EAE. Sdo 5 isoformas diferentes em
mamiferos com variagao de 14 a 21 KDa. A PBM mais basica € posicionada na
superficie intracelular das membranas de mielina e esta envolvida com a manutencgao
da estrutura compacta da mesma. E encontrada em quantidades significantes na
mielina central e periférica e seus transcritos foram demonstrados em 6rgaos linfoides
secundarios. EAE pode ser induzida com PBM em diferentes cepas de ratos e
camundongos, porquinhos da india e primatas ndo humanos. Evidéncia adicional para
PBM em EM inclui reagao cruzada entre células Th1 especificas para PBM e uma
sequéncia idéntica no antigeno U24 de virus HHV-6 (BRUNO et al., 2002; SEAMONS;
PERCHELLE; GOVERMAN, 2003).

2.2.2 Proteina proteolipidica (PPL)

A PPL é a proteina hidrofébica mais abundante na mielina do SNC
(aproximadamente 50%). Em ratos ha dois transcritos principais, uma isoforma com
276 aminoacidos e uma isoforma (DM-20) ndo encefalitogénica na qual faltam 35
aminodacidos em sua estrutura. Esta ultima é expressa principalmente no cérebro e
medula espinhal anterior a mielinizagdo, mas também em érgéos linfoides periféricos,
onde a isoforma completa é raramente encontrada. A PPL tem grande capacidade de
desencadear encefalite se comparado com PBM, particularmente em modelos usando
ratos SJL/J (BRUNO et al., 2002; SEAMONS; PERCHELLE; GOVERMAN, 2003).

2.2.3 Glicoproteina de mielina dos oligodendrécitos (MOG)
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Entre proteinas importantes de mielina a MOG é a menos abundante (0,01 a
0,05%). E uma glicoproteina com 218 residuos de aminoéacidos transmembranicos.
Esta localizada na superficie externa da membrana dos oligodendrécitos e, devido a
essa localizagao, é diretamente acessivel a resposta imune humoral e celular, sendo
provavelmente um alvo importante para essas respostas em EM. MOG é expressa
somente no cérebro, medula espinhal e retina. Esta ausente em inervacao periférica
e quase completamente ausente em 6rgaos linfoides periféricos. EAE induzida por
MOG ¢é melhor verificada em ratos C57/BL6, onde ha evolugdo crdnica, nao
recidivante da doenca (MENDEL et al., 1995; BRUNO et al., 2002; SEAMONS;
PERCHELLE; GOVERMAN, 2003).

2.2.4 Outros antigenos mielinicos e nao mielinicos para LTCD4+

2.2.4.1 Glicoproteina associada a mielina (MAG)

Glicoproteina de elevado PM (100KDa) localizada na face interna da bainha
de mielina. Representa menos de 1% das proteinas de mielina no SNC e menos
abundante ainda no sistema nervoso periférico. Sua relevancia patogénica foi
documentada por neuropatias causadas por anticorpos IgM anti-MAG. Desencadeia
EAE em ratos ABH (H-2A9%) e linfocitos B e T especificos foram observados em liquor
de pacientes com EM por técnica de ELISPOT. A localizagao periférica das lesdes no
cerebelo e prosencéfalo (encéfalo frontal) em EAE MAG-induzida em ratos Lewis
suporta a teoria de que a localizagdo das lesbes € relacionada a especifidade
antigénica (ANDERSSON et al., 2002).

2.2.4.2 Nucleotideo ciclico 3' fosfodiesterase (CNPase)



82

CNPase existe em 2 variantes (CNPase 1 e 2, com 46 KDa e 48KDa
respectivamente) e fazem um total de 3 a 4% do total de proteinas da mielina.
Presente em oligodendrdcitos, células de Schwann e em menor concentragcdo nos
6rgaos linfoides. E imunogénica em roedores e humanos. Uma area C terminal é um
dos epitopos reconhecidos pela elevada afinidade a linfocitos T especificos de
pacientes com EM (BIELEKOVA et al., 2004; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

2.2.4.3 Proteina basica de mielina de oligodendrdcito (MOBP)

Existem variantes, sendo que, a forma com 81 aminoacidos, € mais
abundante em mielina de roedores e humanos. Exclusivamente expressa em
oligodendracitos, aparecendo tardiamente na mielinizag&o, é localizada na linha mais
densa e compacta de mielina. Desencadeia EAE em ratos SJL/J. Estudos preliminares
de resposta celular anti-MOBP em pacientes com EM identificaram uma regido
imunodominante e atividade de células T especificas se mostraram coerentes com
areas de atividade inflamatéria em imagens de ressonéncia magnética (IRM) (HOLZ
et al., 2000; KAYE et al., 2000).

2.2.4.4 Glicoproteina especifica de oligodendrécito (OSP)

E a terceira mais abundante proteina de mielina (7%) expressa no SNC e
pertence ao grupo de proteinas de juncgao-firme, sendo renomeadas como
OSP/Claudin-11. Muitos desses peptideos induzem EAE em ratos SJL/J e anticorpos
anti-OSP sao encontrados no liquor de pacientes com EM tipo remitente recorrente
(EMRR) (VU et al., 2001).

2.2.4.5 a- Cristallin (a-B-C)
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Ao contrario das proteinas de mielina discutidas anteriormente, a-B-C foi
identificada como uma proteina candidata a alvo para o sistema imune em pacientes
com EM e ndo em modelos de EAE. E o maior constituinte das lentes dos olhos, mas
também sdo expressas em astrocitos e oligodendrdcitos em pacientes com lesbes
ativas de EM (CHOU et al., 2004; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).

2.2.4.6 Proteina S1008

Kawakami et al. (2004), examinaram a proteina S100B ligante de calcio
derivada de astrécitos em ratos Lewis e encontraram intensa resposta imune contra
epitopos dessa proteina. De forma diferente dos antigenos de mielina, a transferéncia
de células T especificas para esta proteina levou a uma panencefalite. Entretanto,
houve déficit clinico insignificante, relacionado a auséncia de recrutamento de

macrofagos, apesar do extenso infiltrado de linfocitos.

2.2.4.7 Transaldolase-H (Tal-H)

Foi descoberta com homologia para a proteina gag p17 do virus linfotrépico
humano tipo 1 (HTLV1). E uma enzima da via metabdlica da pentose fosfato e é
expressa em oligodencrdcitos, células de Schwann e tecidos linfoides. Anticorpos de
elevada afinidade para essa proteina foram isolados em liquor de pacientes com EM
(SOSPEDRA; MARTIN, 2005).
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2.2.4.8 Imunoglobulinas como antigenos T

Holmoy, Vandvik e Vartdal (2003), examinaram a hipétese de que a sintese
intratecal de imunoglobulinas (lg) esta envolvida na perpetuacdo da resposta de
células T. Encontraram reacdes proliferativas de LT no liquor de 14 entre 21 pacientes
com EM e em 4 de 17 controles. Esses achados suportam a hipotese de que IgG
possa servir como antigenos proprios, o que perpetuaria a autorreatividade de células
T.

2.2.4.9 Componentes lipidicos como antigenos para células T CD4+ em EM

Paralelamente a observacdo de elevada concentragdo de anticorpos
antiganglicosideos na forma crénica progressiva de EM, Pender et al. 2003,
encontraram células T com reatividade para ganglicosideos GM3 e GQ1b apenas em
esclerose multipla primaria progressiva (EMPP). Esses resultados sugerem que
células T especificas para ganglicosideos podem contribuir para o dano axonal nessa

forma clinica de EM.

2.3 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

A EAE é uma doenca inflamatéria do SNC induzida através da imunizacao
ativa ou através da transferéncia adotiva de células T CD4" reativas contra a mielina.
Pela similaridade clinica, morfolégica e histologica com a EM humana, é aceita como
modelo animal para a mesma. Experimentos de vacina contra a raiva realizados por
Pasteur em 1875 permitiram a caracterizagao inicial da doenga pois ao inocular o virus
cultivado no SNC de animais de experimentacdo, havia o desenvolvimento de
encefalomielite pds vacinal em alguns animais devido a presenga de componentes da
mielina na preparagado da vacina (HUYNH et al., 2008; MIX et al., 2010; FONTES,
2013).
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Os primeiros animais utilizados em experimentos (imunizados com estratos
cerebrais de coelhos) com EAE foram os macacos Rhesus. Ha atualmente variagdes
do modelo de acordo com o tipo de animal utilizado e o material escolhido para
indugao (Quadro 1) (FONTES, 2013). Em ensaios subsequentes, a medida que os
processos fisiopatologicos de EAE foram melhor esclarecidos, pesquisadores
impulsionaram a resposta imunel com adjuvante de Freund (CFA) e toxina Pertussis
(MIX et al., 2010; FONTES, 2013).

Até os anos 80 ratos da espécie Leiws eram os animais de laboratério de
escolha para EAE. Quando induzidos com PBM desenvolvem a doenga cuja evolugao
clinica pode ser comparada a EM secundaria progressiva (EMSP). Porém, a auséncia
da desmielinizagéo, caracteristica presente na EM humana, fez com que outros
modelos fossem cada vez mais usados (CROXFORD; KURSCHUS; WAISMAN, 2010;
MIX et al., 2010; FONTES, 2013).

O uso do peptideo PLP em camundongos de linhagem SJL produz a doenga
de evolugdo comparavel a EM remitente recorrente (EMRR), exceto pela auséncia de
evolugdo a fase secundaria progressiva (SP), comum nos pacientes com EMRR
(CROXFORD; KURSCHUS; WAISMAN, 2010; MIX et al., 2010; FONTES, 2013).

O modelo mais utilizado atualmente para indugao de EAE é o de imunizagao
de camundongos geneticamente suscetiveis a doencga, da linhagem C57BL/6 pelo
peptideo MOGss-s5. As lesdes desencadeadas demonstram, a nivel histolégico, lesdes
inflamatdrias desmielinizantes em cérebro, medula espinhal e nervo éptico, sendo o
sistema nervoso periférico poupado (padrdao semelhante ao encontrado na EM
remitente recorrente — EMRR) (CROXFORD; KURSCHUS; WAISMAN, 2010; MIX et
al., 2010; FONTES, 2013; FONTES et al., 2017).

Camundongos C57BL/6 sao geneticamente modificados e, quando expostos
a antigenos da mielina, expressam maior numero de receptores de Células T (TCR)
para MOG e um maior titulo de anticorpos anti-MOG, o que resulta em uma forma
mais grave da EAE, com animais apresentando paralisia ascendente. Os infiltrados
inflamatérios sado perivasculares constituidos principalmente por macréfagos,
linfécitos T e B. (CROXFORD; KURSCHUS; WAISMAN, 2010; MIX et al., 2010;
FONTES, 2013).
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Quadro 1: Modelos de EAE ativa comumente utilizados e suas aplicagdes

ESPECIE/
LINHAGEM

PEPTIDEOS INDUTORES DA
EAE

MOG35-55; OSP179-207; rNo-

ESTUDOS E APLICAGOES

Patogénese mediada por células CD4+
Th1/Th17; validagéo pré-clinica de

Co7BL/6 go-66 compostos terapéuticos;sistema
nervoso periférico poupado.
MOG92-106; PLP139-151; Estudo dos mecanismos do surto;
PLP178-191; PLP104-117; controle genético de doenga
SJLd OSP57-72; MOBP37-60; autoimune; desmielinizagao mediada

MOBP15-36; MBP; MBP89—
101; Nogo-66

por anticorpo; validagao pré-clinica de
compostos terapéuticos.

B10.PL e PL/J

MBP Ac1-11; MOG35-55

Estudo de Treg; mimetismo molecular

e influéncias ambientais; mecanismos

de tolerancia; validagao pré-clinica de
compostos terapéuticos.

MBP; MBP29-84; MBP61-82;

Estudo de comportamento migratério
de células T autoimunes; auséncia de

Ratos Lewis MBP80-105; MBP170-186; - e S . e
: mielinizacao; validagao pré-clinica de
Synuclein93-111 N
compostos terapéuticos.
Desmielinizagdo mediada por
Ratos DA, BN MOG anticorpos; mimetismo molecular;

controle genético da autoimunidade.

Macaco Rhesus
(Macaca mulatta)

MBP; MOG34-56

Patologia axonal; infiltrados
perivasculares; desmielinizagao no
cérebro e medula espinhal;
desmielinizagdo mediada por
anticorpos; validacao pré-clinica de
compostos terapéuticos.

Sagui comum
(Callit-hrix jacchus)

MOG; MOG14-36

Similar ao macaco Rhesus.

Fonte: FONTES, 2013.

2.4 TRATAMENTOS PARA A ESCLEROSE MULTIPLA

Os corticosteroides marcaram o inicio da terapia medicamentosa para

pacientes com EM. Administrados principalmente durante os surtos, por um periodo
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de trés a cinco dias, com posterior uso em menores concentragdes, por até duas
semanas. Ha expressiva diminui¢ao do infiltrado celular inflamatdrio no SNC a curto
prazo, porém, como limitagdo importante, sem impacto significativo a longo prazo.
Uma série de efeitos secundarios indesejaveis também sido apresentados pelos
pacientes como elevacdo de presséo arterial, osteoporose, Sindrome de Cushing,
erupgao cutanea pustular, ulceras, risco de sangramento gastrico, entre outros
(MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al., 2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al.,
2012).

As limitagdes dos corticosteroides anteriormente mencionadas levaram a
necessidade de pesquisas para que novas terapias fossem desenvolvidas. Varios
medicamentos foram langados nos ultimos anos levando a um controle parcial da
doenga (MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al., 2010; MIX et al.,, 2010;
DEVONSHIRE et al., 2011; BISAGA et al., 2012).

Os tratamentos disponiveis consistem em interferon B-1a (Avonex © e Rebif
®) e do interferon B-1B (Betaseron ® nome comercial nos EUA, Betaferon ® na Europa
e Japao). Os mecanismos de agéo pelos quais os Interferons- exercem seus efeitos
terapéuticos na EM ainda nao estdo totalmente compreendidos. Além de possuir
propriedades antivirais, estes farmacos apresentam uma complexa atividade
imunomoduladora, diminuindo as concentragdes de citocinas inflamatérias como IL-
12 e aumentando as citocinas anti-inflamatérias como a IL-10. A porcentagem de
pacientes nao responsivos para tratamento com interferon é cerca de 30% (MOREIRA
et al., 2002; FLETCHER et al., 2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al., 2012).

O acetato de glatiramer (Copaxone ®), com utilizagao diaria, é constituido por
uma mistura de polipeptideos sintéticos compostos por quatro aminoacidos (alanina,
glutamina, lisina e tirosina). E estruturalmente semelhante & PBM, porém nao causa
encefalite. Os mecanismos propostos para a atividade bioldgica deste medicamento
sdo a indugdo de células T supressoras antigeno-especificas e a inibicdo competitiva
de resposta imune para antigenos da PBM (MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al.,
2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al., 2012).

Na EMSP, mais agressiva, que muitas vezes n&o responde aos
medicamentos considerados “tradicionais”, a tendéncia é mudar o esquema
terapéutico para o Natalizumab (Tysabri ®) (MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al.,
2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al., 2012; BAR-OR et al., 2014).
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Natalizumab é um anticorpo monoclonal que bloqueia integrinas a-4
(glicoproteina expressa em linfécitos e mondcitos), essenciais para o processo de
migracado através da BHE. Com isso, ha o bloqueio da migracao de células
inflamatdrias, principalmente linfocitos, para dentro do SNC (MOREIRA et al., 2002;
FLETCHER et al., 2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al., 2012; BAR-OR et al., 2014).

A mitoxantrona (Mitostate®) é um imunossupressor de mecanismo de agao
ndo completamente elucidado. E um agente DNA-reativo, ligando-se ao DNA e
produzindo quebra das fitas, inibindo a sintese tanto do DNA quanto do RNA
(MORRIS; YANNIKAS, 2012).

O fingolimod (Gilenya®) é um modulador do receptor esfingosina-1-fosfato,
sendo seu protétipo um produto natural com atividade imunossupressora. Foi obtido
através de modificagdo molecular de um composto isolado a partir de cultura caldos
de Isaria sinclairii, um fungo que ataca os insetos. E a primeira droga
imunomoduladora oral para o tratamento de EM (PINSCHEWER; BRINKMANN;
MERKLER, 2011; CHIBA; ADACHI, 2012; CHIARINI et al., 2015).

As comparacgdes entre os imunomoduladores demonstram que o mais eficaz
€ 0 natalizumab em termos de redugdo da taxa de recaida. Os dados preliminares
apontam para um efeito na progresséo da doenga, mas estudos de longo prazo sao
necessarios (BISAGA et al., 2012).

Mitoxantrona é provavelmente o mais eficaz de todos eles a curto prazo. Sua
cardiotoxicidade ndo permite sua utilizacdo a longo prazo (BISAGA et al., 2012;
MORRIS; YANNIKAS, 2012; DOOSTI et al., 2018).

Mesmo com o uso adequado desses medicamentos citados, nem todos os
pacientes sao responsivos a estas terapias. Ademais, efeitos adversos também sao
citados como fatores que limitam a utilizacdo desses farmacos (BISAGA et al., 2012;
MORRIS; YANNIKAS, 2012; WILLIANS; COLES; AZZOPARDI, 2013; DOOSTI et al.,
2018).

Abaixo estdo demonstrados, segundo o protocolo clinico de diretrizes
terapéuticas para Esclerose Multipla do Ministério da Saude do Brasil (2015), os mais
importantes efeitos adversos dos principais farmacos disponiveis para tratamento de
EM (Quadro 2) (MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al., 2010; MIX et al., 2010;
BISAGA et al., 2012):
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Quadro 2: Efeitos adversos dos principais medicamentos para tratamento de EM

MEDICAMENTO EFEITOS ADVERSOS

Desmaios, sangramentos, mudancga de humor, febre, calafrios, dores
Interferon B-1a musculares, nauseas, diarréia, dor de cabega, dor ou desconforto no local
de aplicacédo da injecéo;

Depresséo, ansiedade, confusdo, mudangas no ciclo menstrual, diarréia,
prisdo de ventre, vomitos, dor de estdmago, tonturas, nervosismo,
Interferon -1 arritmias cardiacas, febre, calafrios, dores musculares, dor de cabeca,
cansaco e fraqueza. No local de aplicagdo da injegdo pode ocorrer dor,
coceira e vermelhid&o;

Alguns minutos apds aplicagdo do medicamento podem ocorrer aperto no
Acetato de glatiramer | peito ou garganta, sensagéo de calor, ansiedade, taquicardia e taquipneia.
No local de aplicagdo da inje¢do pode ocorrer dor, coceira e vermelhid&o;

Infecgbes das vias urinarias, naso-faringite, urticaria, reagdes de
Natalizumad hipersensibilidade, cefaleia, tonturas, leuco-encefalopatia multifocal
progressiva (LMP), vomitos e nauseas;

Infecgdes trato respiratério alto, bradicardia e hipertenséo,
susceptibilidade a infeccao por Influenza, elevagao da incidéncia de
canceres de pele. Usando concomitantemente com corticosteroides pode
levar a encefalite por HSV;

Fingolimod

Arritmias cardiacas, taquicardias, insuficiéncia cardiaca congestiva,
hipotensao, conjuntivite, convulsées, cor amarelada na pele ou nos olhos,
cefaleia, febre, aplasias medulares, infec¢des, alopécia, diarréia, dor
abdominal, inflamacgao na boca, nauseas, vomitos, dificuldade para
respirar, dor no térax, sangramento gastrintestinal, tosse, equimoses,
erupcdes e necrose da pele (se houver extravazamento do liquido da
injecdo), urticarias, flebite no local da injegao e insuficiéncia renal.

MIltoxantrona

Além do fato das terapias imunomodulatérias apresentarem varios efeitos
adversos os custos sdo muito elevados. Em recente estudo multicéntrico, ao analisar
pacientes atendidos em clinicas das regides Sul e Sudeste do Brasil, foi determinada
uma estimativa de custo por paciente por ano para EM da ordem de US$ 19.000 (DA
SILVA et al., 2016).
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2.5 0 USO DE PRODUTOS NATURAIS COMO FONTES PARA NOVOS FARMACOS

A utilizagdo de plantas com fins medicinais para o tratamento, cura e
prevencdo de doencas € uma das formas mais antigas de pratica medicinal na
humanidade. A maioria dos farmacos em uso clinico ou sdo de origem natural ou
foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais
(PUPO; GALLO, 2007; BARREIRO, 2009; COSTA, 2009).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 30-50% das
drogas utilizadas como farmacos na China sdo de origem vegetal. Na Europa e
América do Norte 50% da populacéo ja fez uso de fitoterapicos. Na Alemanha destaca-
se um indice de 90% de uso de formas farmacéuticas contendo algum componente
de origem vegetal. Sendo assim, o uso da fitoterapia esta em processo de crescimento
e movimenta bilhdes de ddolares no mundo. As estimativas nacionais apontam que
82% da populagao brasileira utiliza produtos a base de ervas. Com isso a OMS tem
incentivado a utilizagdo de plantas medicinais, mediante a Resolugdo WHA 31.33
(1978) e 40.33 (1987) (PUPO; GALLO, 2007).

No Brasil, o crescente interesse por medicamentos oriundos de plantas
medicinais, mais especificamente os fitoterapicos, veio principalmente apds, as
resolugdes RDC n° 17 de 24/02/2000 e RDC n° 48 de 16/03/2004, registrando-se as
especies mais popularmente conhecidas e utilizadas. Entre os medicamentos
disponiveis na terapéutica atual estima-se que 40% foram desenvolvidos a partir de
fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Com isso,
o reconhecimento das propriedades bioldgicas de varios produtos naturais, vem
alimentado a busca intensa por novos farmacos (PUPO; GALLO, 2007; COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009).

2.5.1 Produtos Naturais anti-inflamatorios

As plantas que apresentam potencial para utilizagdo em processos

infecciosos, no controle de febre, edema, doencas reumaticas ou atividade
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cicatrizante possuem provavelmente capacidade anti-inflamatéria, que deve ser
corroborada a nivel experimental (CARVALHO, 2004; DE CARVALHO et al., 2017).

A evolugdo no entendimento dos processos inflamatorios, bem como o
desenvolvimento de técnicas in vitro (cultura de células e dosagem de mediadores
inflamatdrios; inibicdo de enzimas) como in vivo (indugao de inflamagao por agentes
flogisticos ou irritantes em modelos animais variados) permitem que compostos com
potencial anti-inflamatério tenham seus mecanismos de agdo compreendidos dentro
da fisiopatologia inflamatdria (NABAS et al., 2009).

Diversos produtos naturais de origem vegetal, que sao utilizadas na medicina
tradicional, demonstraram potencial anti-inflamatério in vivo, tais como o éleo-resina
de Copaifera duckei (copaiba), 6leos das sementes de Helianthus annus (girassol) e
extrato obtido das folhas de Memecylon edule, entre varias outras (CARVALHO, 2004;
NUALKAEW et al., 2009; COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

O fitoterapico Acheflan® (tratamento local de processos inflamatorios) é
constituido de produto natural de origem 100% nacional, resultante de uma parceria
entre universidades (Universidade Federal de Santa Catarina e Unicamp) e a Aché
(Laboratério Farmacéutico), sendo encontrado nas formas de aerosol e de creme. O
medicamento contém Oleo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea,
Borraginaceae), cuja formulagdo contém sesquiterpenos. Seu uso € indicado para
tendinites e dores musculares (FERNANDES et al., 2007; (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009).

Os efeitos anti-inflamatoérios dos sesquiterpenos sdo conhecidos, como por
exemplo, o a-humuleno, que leva a um aumento significativo na liberacao de
mediadores anti-inflamatérios em modelos de inflamagéao alérgica das vias aéreas de
camundongos (ROGERIO et al., 2009).

2.5.1.1 O dleo de Copaiba e o B-cariofileno (BCP)

As copaibeiras sdo arvores comuns a América Latina e Africa Ocidental,
sendo encontradas, no Brasil, nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Amazdnica. Da
arvore da copaiba é extraido um dleo/resina, de cor que varia de amarelo ouro a

marrom, dependendo da espécie (Figura 22). Essa substancia tem sido utilizada
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desde a época da chegada dos portugueses ao Brasil na medicina tradicional popular
e silvicola para diversas finalidades, e hoje se encontra como um dos mais importantes
produtos naturais amazénicos comercializados, sendo também exportado para
Estados Unidos, Franga, Alemanha e Inglaterra (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009).
Das 72 espécies conhecidas existem mais de 20 no pais, sendo as principais
Copaifera officinalis L., Copaifera reticulata Ducke, C. Verbenaceae, Copaifera
multijuga Hayne (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; YAMAGUICHI; GARCIA, 2012).

A aplicagao medicinal do éleo de copaiba é extensa, sendo inclusive utilizado
pelas industrias, por apresentar indicagdes, jd comprovadas cientificamente, como
acao diurética, laxante, antitetanico, antisséptico do aparelho urinario, cicatrizante,
anti-inflamatéria e antitumoral. Contudo, a atividade anti-inflamatéria é, sem duvida, a
mais difundida na medicina popular e tem sido amplamente investigada no meio
cientifico, sendo inclusive tradicionalmente utilizado no Brasil, principalmente na
regido amazonica, como anti-inflamatério (VEIGA JR et al., 2007; GUIMARAES-
SANTOS et al., 2012; YAMAGUICHI; GARCIA, 2012).

Figura 22: Figura ilustrando a espécie Copaifera langsdorffii

Fonte: PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009.

Quimicamente, o 6leo-resina de copaiba € basicamente constituido por

diterpenos e sesquiterpenos (Figura 23). Entre os sesquiterpenos, descata-se o BCP
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(FERNANDES et al., 2007; VEIGA JR et al., 2007; YAMAGUICHI; GARCIA, 2012;
GELMINI et al., 2013; GALUCIO et al., 2016).

Figura 23: Estrutura do B — cariofileno (Trans-cariofileno)

Fonte: FONTES et al., 2017.

De acordo com Medeiros et al. (2007), BCP inibe a migragao de neutréfilos
induzida por LPS no edema de pata em ratos. Outros experimentos realizados
demonstraram que BCP é capaz de reduzir a dor aguda e crOnica em ratos, atenua
disfungao inflamatdria hepatica desencadeada por alcool e que em colite induzida por
dextran (modelo classico de inflamagao), BCP reduziu o infiltrado inflamatério no
colon, diminuindo os niveis de mieloperoxidase e de IL-6, acarretando com isso, uma
melhora significativa no quadro da doenga (CHO et al., 2007; PAULA-FREIRE et al.,
2014; VARGA et al., 2018).

Em relagdo ao desenvolvimento de ateriosclerose, BCP apresentou
capacidade de inibir o processo por redugao da expressao de moléculas endoteliais
de adeséo (VCAM-1) (ZHANG et al., 2017).

Os efeitos do BCP (administragdo por gavagem) em EAE foram recentemente
investigados em ratos C57BL/6. Os animais foram avaliados de acordo com sua
evolugdo clinica, producédo de citocinas e producédo de radicais livres de oxigénio.
Substancias pro-inflamatérias normalmente produzidas em EAE como H202, NO, IFN-
y € TNF-a foram inibidas in vitro por BCP em cultura de células originadas de ratos
com EAE e houve reducdo do escore clinico e severidade da doenca in vivo. Em

relagao aos aspectos histopatoldgicos e histomorfométricos, as analises confirmaram
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reducao significativa de infiltrado inflamatério, com diminuigdo de danos neurolégicos
no SNC desses animais (FONTES et al., 2017).

Os mecanismos propostos para os efeitos antioxidativos e anti-inflamatérios
de BCP surgiram do fato de que esta substancia apresenta agonismo seletivo para o
receptor canabinoide tipo 2 (CB2R). Foi realmente demonstrado que BCP inibe
significativamente a geracédo de espécies reativas de oxigénio nas mitocdndrias
estimulada por hipdxia, assim como inibe a ativagao de fator transcricional NF-kappa
B na micrdglia (Figura 24). E importante salientar que esses efeitos inibitérios de BCP
em relagdo a NF-kappa B podem ser abolidos por mutagées no receptor CB2R por
RNA de interferéncia (GERTSCH, 2008; GUO et al., 2014, AL MANSOURI et al., 2014;
BAHI et al., 2014; DIAS et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017).

Figura 24: Representagdo esquematica das agdes neuroprotetoras e anti-inlamatérias dos agonistas
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Fonte: CASSANO et al., 2017.

> Representacgédo esquematica das agbes anti-inflamatorias e neuroprotetoras dos agonistas do CB2
em Doenca de Alzheimer (DA) e Doenga de Parkinson (DP). A DA e DP sao caracterizadas,
respectivamente, pela deposicdo de proteinas AB e a-sinucleina que, por sua vez, estdo direta ou
indiretamente envolvidas na ativagdo microglial e estrocitaria. Essa ativacdo da microglia e dos
astrocitos desencadeia uma resposta neuroinflamatdria e imunolégica que contribui para aprogressao
da DA e da DP. A ativagéo farmacdlogica dos receptores canabindides CB2 microgliais e astrociticos
com agonistas CB2 é uma abordagem terapéutica promissora, pois promove efeitos anti-inflamatérios
e neuroprotetores, como a suspensdo da liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e o aumento de
moléculas anti-inflamatdrias.
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Pelo exposto anteriormente, levando-se em consideragdo os mecanismos
imunoldgicos da EAE, e considerando que o BCP exerce efeito inibitério sobre o IFN-
Y, NF-kappa B e TNF-a, torna-se relevante estudar os possiveis efeitos anti-
inflamatoérios do BCP no curso clinico e na modulagao da resposta inflamatéria da
EAE induzida em camundongos C57BL/6 como modelo de estudo para a EM.
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3 HIPOTESE

A atividade anti-inflamatéria e neuroprotetora do [B-cariofileno diminui a
expressao tecidual da citocina IL-17 e do fator de transcrigao t-bet em animais com
EAE, com elevacdo na expressdo do fator transcricional GATA-3 e estimulo para

remielinizagcdo no SNC de camundongos C57BL/6.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do BCP sobre a produc¢ao “in situ” de mediadores inflamatérios,
fatores de transcrigao e remielinizagao em tecido de SNC no modelo de estudo animal
para a Esclerose Multipla - Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) em
camundongos C57BL/6.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Verificar a producao “in situ” dos mediadores inflamatérios IL-17 e fatores de
transcricdo T-bet e GATA-3 em cortes histolégicos de SNC de camundongos
C57BL/6 com EAE.

B) Investigar o efeito do BCP sobre o processo de desmielinizagdo em cortes
histologicos de SNC de camundongos C57BL/6 com EAE.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Os cortes histologicos com material de SNC foram obtidos de experimento
anterior do nosso grupo, autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora — MG (Protocolo N° 039/2010) (FONTES et al.,
2017).

Foram trés grupos de camundongos da linhagem C57BL/6 fémeas, com 8-12
semanas, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reproducgéao (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Ao todo foram utilizados 15 animais, divididos em trés grupos e eutanasiados
no 19° dia pés-indugéo da EAE (pico da doenga no camundongo C57BL/6):

Grupo | (controle positivo): camundongos C57BL/6 com a indugao da EAE
(n=05);

Grupo Il: camundongos C57BL/6 com indugédo da EAE e tratados com BCP
por gavagem com posologia de 25mg/kg/dia logo apds inicio dos sinais (n=05);

Grupo lll: camundongos C57BL/6 com indugéo da EAE e tratados com BCP

por gavagem com posologia de 50mg/kg/dia apéds inicio dos sinais (n=05).

5.2 PROCEDIMENTOS DE INDUGAO

Para a indugéo de EAE os animais foram imunizados por via subcuténea (s.c.)
em ambos os lados da base da cauda, com 100ul de emulsdo antigénica contendo:
100ug do peptideo MOGss-55 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) e adjuvante
completo de Freund (Sigma) suplementado com 400ug de Mycobacterium
tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, EUA). No dia da imunizagao e apés

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



99

(Sigma). Os animais foram observados diariamente quanto ao aparecimento dos
sinais clinicos (Quadro 3) sendo eutanasiados no 19° dia apos a inoculagéo.

Ap6s a indugéo da EAE, o BCP (adquirido comercialmente da Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO) foi suspenso em PBS e administrado por gavagem em 200ul nas
dosagens de 25 e 50mg/Kg por dia, utilizando agulha de 20mm de gavagem. Ambas
foram administradas a partir do inicio dos sintomas até expressao clinica maxima da
doenca de forma ininterrupta como mostrado nos grupos acima (FERNANDES et al.,
2007).

Depois da inoculagdo os animais foram observados diariamente para
avaliagédo do escore clinico durante duas horas. Os sinais clinicos foram registrados
de acordo com Leadbetter et al. (1998), Mohamed et al. (2004), Peron et al. (2010)
(Quadro 3):

Quadro 3: Escore clinico dos C57BL/6 com EAE

ESCORE SINAIS CLINICOS

Sadio

Perda De Ténus Da Cauda

Paralisia Parcial Patas Traseiras

Paralisia Severa Patas Traseiras

Paralisia Severa Patas Traseiras E Paralisia Parcial Patas Da Frente

a|lbh|lwWwW|IN|I~|O

Paralisia Completa

5.3 COLETA E PREPARO DE MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

Cérebro, cerebelo e medula extraidos dos animais foram mantidos imersos
em solugdes fixadoras de formol tamponado a 10% (4g de fosfato de sodio
monobasico, 6,59 de fosfato de sédio dibasico, 100ml de formol P.A e 900mL de agua
destilada). Apos dissecgao, os fragmentos foram desidratados em concentragbes
crescentes de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 hora cada, sendo feitos 3
banhos em alcool absoluto. Posteriormente, foram clarificados em 3 banhos em xilol
de 1 hora cada e, finalmente, feita a impregnacado em parafina em estufa a 58°C e a
inclusdo na parafina a temperatura ambiente. Os cassetes histoldgicos contendo o

material de SNC foram estocados (Figura 25) e, para preparagéo das laminas para as
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coloragdes histologicas e imunoistoquimica, os mesmos foram cortados em micrétono
modelo ”"820” Spencer com espessura de 5um (CORREA; VIEIRA; AARESTRUP,
2010).

Figura 25: Cassetes histologicos contendo partes do SNC parafinados, que foram utilizados nos

experimentos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL DO AUTOR, 2018.

5.4 DESPARAFINIZACAO

Para que as técnicas de coloragbes teciduais e imunoistoquimicas fossem
empregadas nos cortes histologicos dos componentes do SNC, foi realizado
inicialmente o processo de desparafinizagdo dos cortes segundo o Procedimento
Operacional Padrao (POP) do CBR/UFJF:

1) Desparafinizagdo em estufa 60°C por 30 minutos;
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2) Desparafinizagdo em 3 banhos de xilol (xilol I; xilol II; xilol 1) por 5 minutos em
cada;

3) Hidratagcdo em solugdes de alcool etilico em sequéncia nas concentragdes de
100%, 90%, 80%, 70% por 3 minutos em cada;

4) Lavagem em agua corrente por 3 minutos;

5) Lavagem em agua destilada por 1 minuto;

6) Montar em laminas com entellan.

5.5 COLORACOES HISTOLOGICAS

5.5.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

Estes corantes sao utilizados na coloracéo de rotina para avaliagao de tecidos
em estado patoldogico ou ndo. Por meio desta técnica, podemos diferenciar
partes basodfilas (pela hematoxilina) e aciddéfilas, ou eosindfilas (pela eosina). A
hematoxilina tem atragdo por substancias acidas (basdfilas) dos tecidos, como
os acidos nucleicos. Ja a eosina, sendo acida, cora predominantemente o citoplasma,
as fibras de colageno e outras estruturas compostas por substancias com carater
basico (aciddfilas). Foi utilizada para avaliagdo do processo inflamatério no SNC e
seus resultados foram publicados em trabalho anterior do grupo (FONTES et al.,
2017).

Apés desparafinizagao das laminas, foi executado o seguinte procedimento:

1) Coloragao durante 15 minutos pela Hematoxilina de Harris.

2) Esta é preparada com 5g de hematoxilina dissolvidos em 500mL de alcool
absoluto e 100g de alumen de amdnio ou potassio em 1000mL de agua
destilada aquecida;

3) Retirar a ultima solugdo do fogo e misturar com a solugdo alcodlica de
hematoxilina;

4) Apos a fervura das solugdes misturadas (agitando sempre com bastdo de

vidro), adicionou-se 2,5g de 6xido de mercurio lentamente;
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Solugéo foi reaquecida até tornar-se purpura escura, com posterior esfriamento
rapido em banho de agua fria;

Foram adicionados 2 a 4mL de acido acético glacial por 100mL de solug&o para
melhorar a coloragcao nuclear;

Solugéo foi filtrada antes do uso e guardada ao abrigo da luz;

Em um segundo momento foi feita coloragédo pela solugdo de eosina aquosa
1% durante 2 minutos e diferenciacdo em etanol a 70%;

Desidratadas e montadas em entellan.

5.5.2 Hematoxilina Férrica de Weigert — Pal — Russel

Esta técnica é utilizada para visualizagdo geral do tecido nervoso e,

principalmente, da bainha de mielina. Nesta coloragcado, a bainha é corada em azul-

negro, as células nervosas em variagdes de amarelo-palha a cinza, os nucléolos e os

eritrécitos em negro e o fundo incolor. Apos desparafinizagdo das laminas, foi

executado o seguinte procedimento (BEHMER, 2003):

Desparafinizagdo em 3 banhos de xilol por 5 minutos cada;

Reidratag&o dos cortes por mergulhos de minutos em solug¢des alcodlicas nas
seguintes concentragées em sequéncia (100%; 90%; 80% e 70%);

Lavagem das laminas em agua corrente por 3 minutos e tratadas em solugao
aquosa de alumen de ferro a 4% por 3 minutos;

Lavagem rapida apos a etapa anterior para retirar excesso de alumen;

Em seguida, foram coradas pela hematoxilina férrica de Weigert — Pal — Russel
por 20 minutos. (Hematoxilina alcodlica a 10% em volume de 20mL, carbonato
de litio 1g em 80mL de agua destilada);

Passagem imediata por 10 vezes em agua corrente;

Desidratacdo em solugbes alcodlicas nas seguintes concentragdes em
sequéncia (70%; 80%; 90% e 100%);

Diafanizacdo em 3 banhos de xilol por 5 minutos cada;

Fazer a montagem lamina/laminula com entellan.
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10) Foram selecionadas para captura digital 4 areas representativas de cada corte

em aumento de 400x e, apods, foram submetidos a histomorfometria automatica,
pelo programa Zen2012, Zeiss. Foram obtidas as medias aritméticas de cada

grupo e os resultados foram expressos em micrometros quadrados.

5.6 IMUNOISTOQUIMICA

Foram utilizados cortes com 5um de espessura em |laminas silanizadas (3-

aminopropyltriethoxysilane; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA). Estes cortes

foram desparafinizados como descrito no item 5.4.

1)
2)

O sistema peroxidase/anti/peroxidase avidina-biotina foi usado para coloragao;
Cortes histolégicos foram imersos em tampé&o citrato (1mM; pH=6.0) com
posterior bloqueio de peroxidase endégena com 3% de peréxido de hidrogénio
por 30 minutos;

Incubagdo com anticorpo primario (anticorpo policlonal de coelho anti-IL17,
anti-T-bet e anti-GATA-3, diluido 1:100—Santa Cruz, CA) por 1 hora;

Em seguida, foram encubadas com anticorpo secundario biotinado por 30
minutos e com incubagao posterior por mais 30 minutos para formagdao do
complexo avidina-biotina (Figura 26);

Amostras foram coradas apds adicdo do substrato cromogénico

diaminobenzidina por 1 minuto.
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Figura 26: Sequéncia de reagbes em imunoistoquimica
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Fonte: ANTICORPOS LABORATORIO, 2015.
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6) Laminas de controle negativo da reagao foram preparadas a partir da omissao
de incubagao com o anticorpo primario;

7) As laminas foram lavadas, desidratadas e montadas em entellan segundo
procedimento operacional padrao (POP) do Centro de Biologia da Reprodugéo
(CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

8) Os cortes foram analisados em microscépio optico (400 vezes de aumento) e
10 fotografias foram selecionadas por segdo e separadas por area de SNC

(medula, cérebro e cerebelo) para contagem (Zeiss Axiostar, Zeiss, Germany).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para dados ndo paramétricos, foram usados os testes de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn. Para todos os testes foram considerados significativos os
valores que apresentaram nivel de significancia p<0,05 (SOKAL; ROLF, 1994).
Analises foram executadas em GraphPad Prism versdo 5:00 para Windows

(GraphPad instat Software, verséo 3, S&o Diego, CA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo s&o apresentados na forma de artigo presente na

cbpia completa desta tese.
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7 CONCLUSAO

A presente pesquisa permitiu verificar o efeito imunomodulador do BCP sobre os
aspectos inflamatérios da EAE em camundongos C57BL / 6 in situ.

Seu claro efeito na diminuicdo da expressdo da citocina IL-17 e do fator de
transcri¢cao T-bet, a forte propriedade de remielinizagdo observada, juntamente com o
aumento da expressao do GATA-3 (cerebelo) demonstrada a nivel tecidual, confirma
o potencial terapéutico para o tratamento de doencas inflamatdrias e desmielinizantes,

tais como EAE, um modelo animal para MS.
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