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RESUMO

KOMEGAE, E. N. Efeito imunomodulatério do Tnp, um peptideo isolado do veneno de
Thalassophryne nattereri na encefalomielite autoimune experimental. 2013. 86 f. Tese (Doutorado
em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Diante da auséncia de tratamentos eficazes para a esclerose multipla (EM) e sabendo que peptideos
derivados de venenos animais tém sido usados como protdtipos farmacoldgicos para o
desenvolvimento de novas drogas avaliamos o efeito do Tnp, um peptideo ciclico inédito e com
potencial antiinflamatério derivado do veneno do peixe pegonhento Thalassophryne nattereri, na
encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo representativo da EM. Avaliamos
também a participacdo da citocina IL-10 na modulacao dos efeitos do Thp. Para isto, induzimos a EAE
ativamente em camundongos C57BL/6 fémeas WT ou IL-10 KO pela imunizacdo com o MOG3s5.55, um
peptideo imunodominante da mielina. Demonstramos que a aplicacdo subcutanea do Thp (3 mg/Kg)
em varios esquemas de tratamento: profilatico (0-9 dias), terapéutico (10-19 dias) ou continuo (0-19
dias) consegue diminuir a intensidade dos sintomas clinicos e adiar o pico de aparecimento dos
sintomas graves por mecanismos também dependentes de IL-10. O uso de histologia, zimografia e
citometria de fluxo, nos permitiu observar que o Tnp beneficamente interfere no circuito
imunolégico da EAE em varios estagios: 1) suprime o estado de ativacdo das células dendritica
convencionais (cDC) e propicia a emergéncia de DC plasmocitdides durante a fase de indugdo da EAE;
2) bloqueia o transito e a infiltragdo de leucdcitos para o SNC pela inibicdo de integrinas e MMP; 3)
bloqueia a reativacdo e a permanéncia de clones Thl e Th17 patogénicos no SNC; 4) impede a
expansdo de células da microglia e o infiltrado de macroéfagos no SNC; 5) favorece o aumento de
células reguladoras (Treg e Breg) e ainda 6) difunde-se sistemicamente e ultrapassa a BHE e alcancar
0 6rgado alvo. O resultado dos efeitos conjuntos do Tnp é a atenuacdo da neuroinflamacdo e a
prevencao da desmielinizacdo, refletindo assim na melhoria dos sinais clinicos na EAE. Em conclusao,
o tratamento com o Thp, ndo apenas apresenta efeitos supressores no curso da EAE, mas também
apresenta propriedades preventivas, uma vez que tal composto atrasa significativamente o inicio da
doenga.

Apoio: FAPESP e CNPq.

Palavras-chave: EAE. Doenga Autoimune. Tnp. Peptideos Ciclicos. Veneno de Thalassophryne
nattereri. Imunomodulagao.



ABSTRACT

KOMEGAE, E. N. Immunomodulatory effect of the Tnp, a peptide isolated from the venom
Thalassophryne nattereri on experimental autoimmune encephalomyelitis. 2013. 86 p. Ph. D. thesis
(Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Given the lack of effective treatments for multiple sclerosis (MS) and knowing that peptides from
venomous have been extensively used as pharmacological prototype for the development of new
drugs here we evaluated the effect of the Tnp, a described antiinflammatory cyclic peptide identified
in the venom of Thalassophryne nattereri Brazilian fish, on experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), a representative model of MS. As well, we evaluated whether IL-10 is
required for the suppressive mechanisms of the Tnp. In female C57BL/6 WT and IL-10 KO mouse
model of EAE induced by sensitization to MOGss.55 peptide, we found that prophylactic (0-9 days),
therapeutic (10-19 days) or continuous (0-19 days) s.c. injections of Thp (3 mg/kg/day) significantly
reduced the clinical severity of EAE. The analyses by histology, zymography or flow cytometry
allowed us to observe that modulation of EAE by Tnp was related with: 1) suppression of the
activation state of conventional dendritic cells (DC) and the emergence of plasmacytoid DC during
the induction phase of EAE; 2) blocking the traffic and leukocyte infiltration in the central nervous
system (CNS) by suppression of metalloproteinases (MMP-9) activity and synthesis; 3) blocking of the
reactivation and retention of Th1l and Th17 pathogenic clones in the CNS; 4) prevention the growth
of microglia cells and the infiltrate of macrophages in the CNS; 5) increasing of regulatory cells (Treg
and Breg) in the secondary lymphoid organs and in the CNS, and also 6) Thp can overcome the blood-
brain barrier and reach the target organ. In conclusion, Tnp can reduce the severity of symptoms and
delay the peak of onset of severe symptoms by mechanisms dependent on IL-10. These results shed
light on the role of Tnp a small molecule in the regulation of inflammation and provides a new
therapeutic opportunity for the treatment of MS.

Support by: Fapesp and CNPq.

Keywords: EAE. Autoimmune Disease. Cyclic peptide. Thalassophryne nattereri Venom.
Immunomodulator.
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Mdltipla (EM) é umas das doengas mais comuns do sistema nervoso central (SNC)
caracterizada por desmielinizacao e disfun¢do neuroldgica progressiva (RUNIA et al., 2012). A EM
tém sido cada vez mais estudada, tanto na pesquisa basica como na clinica por ser uma doenca
debilitante, altamente complexa e pela elevada incidéncia. Atualmente, de acordo com a Federacgdo
Internacional de Esclerose Multipla estima-se 2.1 milhdes de pessoas com esclerose multipla no
mundo (http://www.msif.org/pt/). No Brasil, sua taxa de prevaléncia é de aproximadamente 10
casos para cada 100.000 habitantes de acordo com o Ministério da Saude

(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/pcdt_esclerose_multipla.pdf).

A real etiologia da EM ainda é desconhecida, mas muitos estudos indicam a importancia do
sistema imune na patogénese da doenca, influenciada por ambos os fatores genéticos e ambientais
(MCELROY; OKSENBERG, 2008). Estudos genéticos e familiares revelam que os alelos HLA-DR1501 e
HLA-DQO601 estdo associados com 2 a 4 vezes mais risco de desenvolvimento da EM (EBERS et al.,
1995; OLERUP; HILLERT, 1991; SADOVNICK et al., 1996), além da alta prevaléncia em algumas etnias
(particularmente em pessoas do Norte Europeu) (CORADDU, 1998). No entanto, a associacdo entre
as recaidas e infecgGes virais apoia fortemente o papel de fatores ambientais no desenvolvimento da

EM (ADAM et al., 2010; BULJEVAC et al., 2002).

A doenca geralmente comeca na idade adulta e afeta principalmente as mulheres. Afeta
usualmente adultos na faixa de 18 a 55 anos, mas casos fora destes limites tém ocorrido. Os sinais
clinicos variam muito e apesar de cada individuo apresentar uma combinacgdo diferente de sintomas
que incluem ataxia, perda da coordenagdo motora, hiperreflexia, fadiga, dificuldades cognitivas e de
visdo, ha certos padrdes distintos de sintomas que permitem classificagdes durante a evolugdo da
doenca. O diagndstico é baseado nos Critérios revisados por McDonald (POLMAN et al., 2005), sendo
o diagndstico diferencial bastante amplo e complexo. Estes critérios sdo os adotados pela
comunidade cientifica mundial para o diagnéstico de esclerose multipla e a ressonancia magnética
(RM) do encéfalo demonstrard lesGes caracteristicas de desmielinizacdo (apenas 1 ou 2 lesGes
sugestivas de EM na RM). Devem ser realizados alguns exames laboratoriais (exames de anti-HIV e
VDRL e dosagem sérica de vitamina B12) no sentido de excluir outras doencas de apresentacgdo
semelhante a EM. Deficiéncia de vitamina B12, neurolues ou infec¢do pelo HIV (o virus HIV pode
causar uma encefalopatia com imagens a RM semelhantes as que ocorrem na EM) apresentam

quadros radiolégicos semelhantes aos de EM, em alguns casos.


http://www.msif.org/pt/
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De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil ha quatro formas de evolucdo clinica na
esclerose multipla: remitente-recorrente (EM-RR) caracterizada por periodos claramente definidos
de comprometimento das funcdo neuroldgica (surtos), seguida por periodos de recuperacao parcial
ou completa (remissdes), primariamente progressiva (EM-PP), primariamente progressiva com surto
(EM-PP com surto) e secundariamente progressiva (EM-SP). A forma mais comum é a EM-RR,
representando 85% de todos os casos no inicio de sua apresentacdo. A forma EM-SP é uma evolugdo
natural da forma EM-RR em 50% dos casos apds 10 anos do diagndstico (em casos sem tratamento —
histéria natural). As formas EM-PP e EM-PP com surto perfazem 10% a 15 % de todos os casos

(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/pcdt_esclerose_multipla.pdf).
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Figura 1 - Representagao esquematica da evolugdo clinica da EM.
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A escala clinica da EM é indicada pela linha vermelha. A frequéncia de eventos inflamatdrios é indicada pelas
setas azuis; o dano tecidual pela linha azul e atrofia cerebral pela linha verde. Alteracdes patoldgicas podem ser
observadas na foto a esquerda, onde ha uma intensa inflamagdo perivascular de células mononucleares. A
direita, observamos areas de desmielinizacdo (em azul e branco) e perda de mielina nas conex&es axonais (em
verde). Por Imagem de ressonancia magnética: Em T1-Gad (contraste), as lesGes brancas indicam areas de
inflamagdo recente e ruptura da barreira hemato-encefalica (BHE). Em T2 observamos em branco os
ventriculos cheio de fluidos cérebro espinhal e lesGes no parénquima cerebral. Em Tlw observamos uma
atrofia cerebral, com ventriculos laterais largos e sulcos corticais.

Fonte: Adaptado de Sospedra e Martin (2005).
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O papel do sistema imunolégico na patogénese da EM foi proposto desde as observagées
iniciais de desmielinizacdo aguda em humanos apds a imunizagdo acidental com componentes da
mielina (por exemplo, apds a vacinagdo contra o virus da raiva que eram cultivados sobre
oligodendrécitos) (REMLINGER, 1928) os quais apresentavam paralisias semelhantes a EM e desde
entdo, varios grupos tém demonstrado e comprovado a importancia dos componentes do sistema
imune na patogenia da EM (HAFLER et al., 2005; HEMMER et al., 2002; MILLER, 2012; ZHANG et al.,
1992). A EM é autoimune, degenerativa e dependente de diferentes clones auto-reativos de
linfocitos T CD8 positivos, restritos a molécula MHC de classe | que reconhecem diversos epitopos de
mielina, presentes na circulacdo e no fluido cérebro-espinhal. Observa-se também infiltrado de
macroéfagos da circulagao e infiltragdo tardia de linfécitos T CD4 positivos e linfécitos B produtores de
anticorpos com formacdo de centro germinativo na regido submeningeal. Ainda ocorre a formacao
de agregados de células inflamatdrias semelhantes a foliculos linfoides nas meninges e no espaco

perivascular.

O modelo animal de EM denominado encefalomielite autoimune experimental (EAE) foi
estabelecido ha 80 anos por Rivers e colaboradores (RIVERS et al., 1933). Devido a inacessibilidade
do SNC dos pacientes e a similaridade do modelo quanto a patogénese de autoimunidade,
inflamacdo do SNC, desmielinizacdo e sintomas (BAXTER, 2007; SOSPEDRA; MARTIN, 2005),
atualmente o modelo de EAE é responsavel por cerca de 9.300 trabalhos publicados no PubMed e
vem se mostrando importante para o estudo de diversas substancias antiinflamatdrias permitindo a
translacdo dos resultados para humanos (ELLOSO et al., 2005; GREENWOOQOD et al., 2006; THEIL et al.,
2009). A EAE é mais comumente induzida em camundongos, mas pode também ser induzida em
outras espécies como ratos, coelhos e macacos. A indugdo ativa em animais susceptiveis pela
imunizagdo com antigenos derivados da mielina adsorvidos em adjuvante é a forma mais comum,
entretanto a indugdo passiva pela transferéncia adotiva de linfécitos T CD4" reativas a mielina

também vem sendo amplamente utilizada (BAXTER, 2007).

Na EAE induzida ativamente, apds a quebra da tolerancia imune, o ataque do SNC por células
imunes pode ser dividido em 2 fases: a Fase indutora, que ocorre nos érgaos linfoides secundarios
(entre os dias 0 a 9), onde as células apresentadoras de antigenos (APC) em pleno estado de
maturacdo (expressdo elevada das moléculas de MHC de classe Il, CD40, CD80 e CD86) levam os
epitopos de mielina e ativam os linfocitos T CD4"*, que sofrem expansdo clonal e diferenciacdo em
clones Thl produtores de IFN-y (KUCHROO et al., 2002) e clones Th17 secretores de IL-17A, IL-17F e
IL-21 (HARRINGTON et al., 2005). A segunda fase da doenga denominada Fase efetora (entre os dias
10 a 19, com pico no 17) se inicia quando os linfécitos T auto-reativos saem dos drgdos linféides,

atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) e migram para o parénquima e o espago perivascular
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do SNC, seguido pelo influxo de macréfagos, mecanismos estes dependentes de moléculas de adesdo
(ARCHELOS et al., 1999; ENGELHARDT et al., 1998 e 2003), quimiocinas (HUANG et al., 2001) e
metaloproteinases de matriz (MMP - HU et al., 2007; PAGE-MCCAW et al., 2007).

Dentro do SNC, os linfécitos T sdo reativados por células residentes (astrécitos e microglia) e
por células dendriticas (DC) e macréfagos infiltrantes, amplificando a liberagdo de mediadores
inflamatdrios como prostaglandinas, radicais livres, intermedidrios reativos de oxigénio, dxido nitrico,
MMP e citocinas inflamatdrias como IL-18, IL-6 e TNF-a (BENVENISTE, 1997; DITTEL et al., 2008). Esta
neuroinflamacdo, bem como a ativacdo de células T citotéxicas resulta na perda da mielina e,
consequentemente, na degeneracdo axonal e morte neuronal que refletem em paralisia, tipica dos

sintomas da EM.

No curso da resposta inflamatdria da EAE vem sendo descrita a geracdo de varias proteases
intracelulares ou extracelulares. As proteases sdo cruciais para a regulacdo de mecanismos
imunoldgicos, tais como apresentacdo de antigeno, a migracao de células imunitarias e inflamatdrias
e de ativacdo (PUENTE et al., 2003). A familia de proteases é dividida em quatro sub-categorias
principais baseado na interacdo do residuo catalitico das proteases com inibidores especificos: a)
serino-proteases, b) metaloproteases, c) proteases asparticas e d) cisteino-proteases. Neste sentido,

o uso de inibidores de proteases tém sido promissor na terapéutica da EM (DAl et al., 2012).

Embora a indugdo da EM inclua condicGes para a quebra da tolerdncia a antigenos préprios,
o sistema imune langa mdo de inUmeros mecanismos para evitar que fend6menos autoimunes
acontecam e que resultem em efeitos deletérios para o organismo. Neste sentido, o favorecimento
da geragdo e manuten¢do de algumas células e citocinas se destacam, dentre elas: as DC
plasmocitdides (pDC) (ISAKSSON, et al., 2009; PENA-CRUZ et al., 2010), as células T reguladoras (Treg)
e células B reguladoras (Breg), bem como as citocinas IL-10, TGF-B, e mais recentemente descrita a
IL-35. Uma vez que defeitos nestes componentes regulatérios invariavelmente resultam em doengas
autoimunes e inflamatdrias (MAHNKE et al., 2003) na EAE ndo é diferente, o papel das pDC
(CD11c"°¥B220°*°Gr-1"°PDL-1"*PDL-2"*) tém sido relacionado a prote¢do principalmente durante a
fase tardia da doenca (PENA-CRUZ et al, 2010). A importancia das células Treg
(CD4P*°CD25P*FoxP3"*) na EM tem sido confirmada, uma vez que defeitos neste subtipo celular
podem ser uma das causas do desenvolvimento da autoimunidade. Ademais, existe uma correlacao
positiva entre a presenca de IL-10 produzida por células Treg no SNC e a recuperacdo da doenga
(MCGEACHY et al., 2005), bem como a expressdo de CTLA-4 (SAKAGUCHI et al., 2006). Células Breg
(CD19P*CD5P*CD1d"®) produtoras de IL-10, também est3o relacionadas ao controle da EAE, uma vez
que a transferéncia adotiva destas células atenua a doenca. Recentes dados mostram que a deplec¢do

transiente de células B influencia potencialmente a indu¢do, manutencao e reativagao de linfocitos T
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CD4"* (LUND; RANDALL, 2010) além de também terem sido relatadas facilitar o recrutamento de
células Treg para o SNC durante a fase cronica da EAE (MANN et al., 2007), mostrando assim o papel

duplo que os linfécitos B desempenham na EAE.

O papel das citocinas como importantes elementos regulatérios nos processos imunes esta
bem estabelecido (ENG et al., 1996). A IL-10 foi primeiramente descrita como um fator produzido por
células Th2, com papel na inibicdo da sintese de citocinas pelas células Th1 (FIORENTINO et al., 1991)
por interferir na apresentacdao antigénica mediado pelas APC (DE WAAL MALEFYT et al., 1991).
Atualmente, sabe-se que a IL-10 é secretada por diversos tipos celulares (Thl, Breg, Treg, DC,
macroéfagos, células endoteliais) e que sua acdo também é ampla, uma vez que inumeras células

expressam os receptores IL-10R1 e IL-10R2.

A IL-10, portanto é uma das principais citocinas reguladoras e juntamente com o TGF-f e a IL-
35 apresentam papéis essenciais na prevencdo e no controle de doencgas autoimunes (BETTELLI et al.,
1998; BELKAID; CHEN, 2010; CHEN et al., 2009; COLLISON et al., 2010). As a¢Ges supressoras destas
citocinas tém sido extensivamente estudadas em modelos animais que superexpressam ou que sdo
deficientes destas citocinas, e os resultados mostram que a superexpressao de IL-10, por exemplo, é
protetora no desenvolvimento da EAE, bem como os animais IL-10 Knockout (KO) apresentam uma
doenca exacerbada (BETTELLI et al., 1998; KENNEDY et al.,, 1992; SAMOILOVA et al.,, 1998).
Similarmente, uma menor produgdo de IL-10 em humanos é relacionada como um fator de risco para
o desenvolvimento e para a patogénese da EM (VANDENBARK et al., 2001). Sendo assim, a IL-10 tem

um importante papel na supressao da doenca em camundongos e em humanos.

Ao longo dos ultimos anos, vdrios agentes terapéuticos para o tratamento da EM tém sido
testados e estudados, mas a gestdo da doenca ainda permanece complexa e pouco confidvel. Quanto
a falha terapéutica, considera-se esta como sendo dois ou mais surtos num periodo de 12 meses, de
cardter moderado ou grave com sequelas ou limitagdes significantes, pouco responsivos a

pulsoterapia.

Com base na natureza inflamatdria da doenga, a imunossupressao global foi a primeira
abordagem para a atenuacdo dos efeitos das células imunes auto-reativas no SNC. Em alguns estudos
iniciais, o tratamento com a Ciclosporina (um polipeptidio ciclico que contém 11 aminodcidos)
demonstrou alguns efeitos secundarios benéficos na EM. Além disso, a Mitoxantrona - Novantrone
(pertencente a familia das antracenodionas sintéticas) também tem sido utilizada para o tratamento
das formas mais graves da doenca, corroborando assim para o atraso na progressado da incapacidade

de alguns pacientes com EM (HARTUNG et al., 2002).
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O tratamento preconizado pelo Ministério da Saude no Brasil é apenas para as formas
recorrentes-remitente e secundariamente progressiva, pois ndo ha evidencias de beneficio para as
demais. O tratamento inicial deve ser feito com uma das op¢des dentre o Acetato de glatiramer (de
7.000 Da, GA) e as drogas recombinantes derivadas do Interferon-f3 (IFN-Bla e IFN-B1b - Avonex e
Rebif de 22.000 Da, Betaferon de 18.000 Da) que sdo igualmente eficazes no controle das recidivas,
mesmo que apresentem um efeito modesto na reducgdo dos surtos (em torno de 30%) e no retardo

de deficiéncias na remissdo dos pacientes (JACOBS et al., 1996; JOHNSON et al., 1995).

Os mecanismos sugeridos para o IFN-B no controle da EM s3o: limitacdo do trafico de células
T para o SNC, a restauracado do balango Th1-Th2 pela indu¢do da produgdo de IL-10, e a indugdo de
propriedades antivirais (YONG, 2002). Vale ressaltar que a maioria das drogas utilizadas na clinica
para o tratamento da EM, inclusive os da classe de Interferons-f3 que representa a principal droga,
requer a participacdo da citocina IL-10 para media¢do do controle da evolugdo da doenca (Ersoy et

al., 2005).

Por outro lado, 0 mecanismo inibitdorio do GA parece ser causado pela geracdo de células Th2
reativas a mielina que atravessam a BHE e suprimem as lesGes no SNC pela alteracdo no padrdo de
citocinas (NEUHAUS et al., 2001). No entanto, nenhum estudo foi capaz de demonstrar um beneficio
significativo na supressao da progressao da doenca, pois nem todos os pacientes respondem ao IFN-
B e um numero substancial de pacientes que inicialmente respondem acaba apresentando uma
reducdo na eficacia do tratamento durante o curso da doenca. Isto tem sido atribuido a geracdo de

uma resposta de anticorpos neutralizantes contra o IFN-B (HEMMER et al., 2005).

Diante destes dados que mostram a baixa eficacia no controle das recidivas da EM modesta
reducdo dos surtos (em torno de 30%), fica claro a existéncia de uma grande oportunidade de
pesquisas inovadoras nesta area. Neste sentido, novos compostos imunomoduladores que
melhoram a EAE tém se mostrado uma promessa para o tratamento da EM. As Estatinas e a
Minociclina que exercem uma variedade de a¢des imunomoduladoras foram avaliadas em testes pré-
clinicos e clinicos (METZ et al.,, 2004; VOLLMER et al.,, 2004). Terapia com células-tronco
hematopoiéticas para formagao de um novo repertério de células T também produziu resultados

promissores, porem acompanhados de elevada mortalidade (BURT et al., 2005).

A delecdo especifica de populagGes celulares distintas, o bloqueio seletivo ou a ativagdo de
células e moléculas reguladoras tém também sido de grande interesse para o tratamento da EM.
Anticorpos monoclonais tém sido amplamente utilizados contra moléculas de superficie de células
especificas. A deplecido de linfécitos T CD4** mostrou resultados promissores em modelos animais,

mas ndo teve nenhum impacto na EM (VAN OOSTEN et al.,, 1996). Por outro lado, a deple¢do de
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células B pelo uso de anti-CD20 parece ser benéfica em grupos de pacientes com atividade humoral

exacerbada (STUVE et al., 2005).

Com base nos resultados positivos em EAE, anticorpos contra o fator de crescimento IL-2
para células T e terapias com anti-TNF-a foram testados em ensaios de fase Il, mas também nado
mostraram efeito promissor em pacientes com EM (BIELEKOVA et al., 2004). Além disso, varios
tratamentos tém sido desenvolvidos especificamente para linfocitos T reativos a mielina. Estas
estratégias incluem a tolerizacdo de células T auto-reativas por administracdo oral de antigenos de
mielina ou pela administracdo de peptideos da mielina alterados. Apesar dos resultados promissores
em modelos experimentais, os testes clinicos ja em fase Ill falharam (HOHLFELD; WIENDL, 2001). O
bloqueio de moléculas de adesdo com a utilizacdo de anticorpos contra a integrina B4, a fim de evitar
gue as células imunes atravessem a BHE também mostrou resultados positivos na EAE. Este
tratamento (anti-VLA-4, Natalizumab) suprime eficazmente a progressdo da doenca em humanos,
porém apresenta muitos efeitos colaterais (ADELMAN et al., 2005). O Fingolimod, um composto
derivado da miriocina (ISP-1) um metabdlito do fungo Isaria sinclairii, aprovado pelo FDA em 2010
para o tratamento da EM surto/remissiva apresenta mecanismos supressivos na migracdo de células
imunes via acdo em receptores esfingosina-1 fosfato, entretanto em abril de 2012 seu uso foi revisto
pela elevada incidéncia de problemas cardiacos e sua indicacdo ficou restrita a acompanhamento dos

efeitos da aplicacdo em unidade hospitalar durante a aplicacdo da primeira dose.

Apesar do numero crescente de abordagens terapéuticas disponiveis, fica claro que
nenhuma das terapias existentes consegue interromper eficazmente a progressdo da doenga em
pacientes com EM. Portanto, existe uma grande abertura para a continuada busca de terapias mais
eficazes, novas alternativas e novos compostos. Baseado no fato de que toxinas e peptideos isolados
de venenos animais tém sido cada vez mais usados como ferramentas farmacoldgicas e como
protodtipos para o desenvolvimento de novas drogas em diferentes modelos experimentais de
doengas (KALMAN et al., 1998; LEWIS; GARCIA, 2003; SUAREZ-KURTZ et al., 1999) o nosso grupo
coordenado pela Dra. Mdnica Lopes Ferreira e pela Dra. Carla Lima em associa¢gdo com o Laboratdrio
Farmacéutico Cristdlia identificou e patenteou (INPI0602885-3, EP2046815, US8304382, MX300187)
um peptideo inédito com potencial antiinflamatdrio denominado Thp, derivado do veneno do peixe
peconhento Thalassophryne nattereri. Este peptideo, compreende uma sequencia de 13 L-
aminodcidos em sua estrutura primaria, apresentando uma ponte dissulfeto, formando um peptideo
ciclico. O Tnp ndo possui efeito citotdxico em macréfagos murinos, bem como também ndo possui
efeito danoso sobre fibras musculares ou na microcirculagdo do musculo cremaster de
camundongos, além de ndo ser imunogénicos induzindo a producdo de anticorpos especificos. O

peptideo Thp apresenta capacidade de inibir a adesdo e o rolamento dos leucdcitos induzido pelo
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agente inflamatdrio LPS na microcirculacdo de camundongos. Adicionalmente a inibicdo de adesdo e
rolamento dos leucdcitos, observa-se apés o tratamento com o Tnp a prevenc¢do do recrutamento de
leucdcitos, particularmente neutrdfilos e macréfagos, na cavidade peritoneal de camundongos

injetados com LPS.

Interessantemente, o Thp apresenta estrutura semelhante aos inibidores de serino-protease
tipo Bowman-Birk (BBI) e tipo Kunitz, os quais foram primeiramente identificados em graos de soja
(ODANI; IKENAKA, 1973; PARK et al., 2007; Ql et al., 2005). A familia BBI compreende 71 aminoacidos
e nove pontes de dissulfeto (KENNEDY et al., 1998; KENNEDY et al., 2005), enquanto a familia Kunitz
compreende 172 residuos de aminoacidos e 2 pontes de dissulfeto que formam um sitio de ligacdo a
protease inibindo-a, isto é, estes inibidores de proteases apresentam um sitio convexo que é
complementar ao sitio ativo concavo da protease (ONESTI et al., 1991). Baseado no fato de que
inimeras serino-proteases humanas como a elastase, a alfa-quimotripsina, quimase e catepsina-G
sdo associadas com a funcdo de células inflamatérias, e que estas proteases sdo sensiveis a inibicdo
pelos inibidores BBI e/ou tipo Kunitz (LARIONOVA et al.,, 1993; WARE et al., 1997) atribuiu-se

propriedades antiinflamatdrias a estes inibidores.

A revisdo sobre os mecanismos de doencas autoimunes e suas terapias sugere que é mais
promissor reforgar ativamente os mecanismos fisiolégicos imunomodulatdrios (induzindo células e
citocinas regulatdrias), do que tentar excluir células auto-reativas de um repertdrio imune. E ainda
mostra que é possivel descobrir e utilizar novas drogas capazes de interferir no desencadeamento da
doencga autoimune na EM e prevenir o desenvolvimento da cronicidade da doencga. Neste sentido,
propomos o estudo dos principais efeitos imunomodulatdrios do uso do peptideo Tnp no controle

dos sintomas e no adiamento do pico da doenga utilizando um modelo murino de EAE.
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2 OBJETIVO

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito imunomodulatério do Thp, um peptideo
inédito e com potencial antiinflamatério isolado do veneno de Thalassophryne nattereri, na EAE, um
modelo representativo da esclerose multipla. Bem como compreender se os mecanismos envolvidos

na imunomodulac¢do induzidos pelo Tnp estdo associados a produgdo da citocina IL-10.
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3 ETAPAS REALIZADAS (Figura 2)

v Indugdo da doenca e Esquema terapéutico com o Thp

e Obtencdo do MOGss.s5 por sintese peptidica artificial, purificacdo por cromatografia e

identificacdo por espectrometria de massas;
e Padronizacdo do modelo de EAE em animais C57BL/6 WT e IL-10 KO;

e Padroniza¢do do tratamento com o Thp em distintos esquemas: Profilatico (0-9 dias),

Terapéutico (10-19 dias) e Continuo (0-19 dias);

e Analise didria dos sintomas clinicos por ate 30 dias.

v Anédlise do efeito do Tnp durante a fase de indu¢do da doenca nos érgdos linfoides secundarios

(7 dias no Bago)

e Avaliacdo do estado funcional das DC: apresentacdo (MHC classe ll), ativacdo (CD40,

CD80 e CD86) e inibicdo (PDL-1 e PDL-2);
e Avaliacdo do estado de ativacdo (CD18, CD4A0L e CD69) de linfdcitos T CD4AP*;

e Avaliacdo da capacidade do Tnp de gerar células T e B reguladoras.

v Anélise do efeito do Tnp na migrag¢do celular para o SNC (17 2 dia)

e Andlise do infiltrado celular e do padrao de mielinizagao no SNC;

e Andlise da atividade proteolitica da MMP-2 e MMP-9 no homogenato do cordao

espinhal por zimografia.

v Andlise do efeito do Tnp no SNC no pico da EAE (172 dia) ou durante a fase crénica (30 2 dia)

e Avaliacdo do estado de ativacdo (CD18, CD40L e CD69) e polarizacdo de linfocitos T
CD4P;
e Avaliagdo da capacidade do Tnp em gerar células reguladoras (pDC, Treg);

e Efeito do Thp em células da microglia e macréfagos infiltrantes;

e Passagem pela BHE e localizagao do Tnp no SNC.
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Obtencdo do MOG__ (Figuras 3 e 4) e modelo de inducdo ativa de EAE em fémeas C57BL/6 WT e IL-10

KO sob tratamento com o Tnp (Figura 5):
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Analise didria dos Sinais Clinicos (Figura 6)

Analises Bago

Ativag¢dao Imune

* Avaliagdao do estado de apresentagdo
(MHC 1), ativagdo (CD40, CD80 e
CD86) ou tolerancia (PDL-1 e PDL-2)
em DC (Figuras 7 e 8).

* Avaliagdo do estado de ativagdo
(CD18, CD40L e CD69) de células T

cD4" " (Figura 9).
* Avaliacdo da capacidade do Tnp em
gerar células reguladoras (Figura 10).

SNC

: SNC
Pico da doenga :

Doenga crdnica :

* Andlise do infiltrado celular e do
padrdo de mielinizaggo no SNC
(Figuras 11-13).

* Andlise da atividade proteolitica de
MMP-2 e MMP-9 (Figura 14).

* Avaliacdo do estado de ativagdo (CD18,
CD40L e CD69) (Figura 15) e da

polarizacdo de células T cpa’™ (Figura
16).

* Avaliagdo da geragdao de
reguladoras (Figura 17).

* Efeito do Tnp em células da microglia e
macréfagos  infiltrantes no  SNC
(Figuras 18 e 19).

* Localizagdo do Tnp no Bago e no SNC
(Figuras 20-23)

células
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas fémeas da linhagem C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes no gene de IL-10
(KO) com 6 a 8 semanas de idade fornecidos pelo Biotério do Instituto Butantan e pelo Biotério do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, respectivamente. Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas com condi¢Bes controladas de temperatura e umidade e livres de patégenos. Todos os
procedimentos estdo em acordo com as diretrizes providas pela Comissdo de Etica do Instituto
Butantan (n2 747/10) e pela Comissdo de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (n2 74 nas

fls. 89 do livro 02).

4.2 Obtengdo do MOG 3555

O peptideo MOG;3s.s5 (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein -MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) foi
sintetizado em sintetizador multiplo (Advanced ChemTech 90 Louisville, KY) (HARRISON et al., 1997)
utilizando-se quimica Fmoc e sintese em fase sélida em resina Rink Amide na Unidade de Sintese
Peptidica do LETA no Instituto Butantan. Todas as reacdes de acilacdo foram efetuadas em excesso
de trés vezes de ativacdo dos aminoacidos Fmoc e tempos de acoplamento de 20 min. Cada
aminodcido Fmoc foi acoplado, pelo menos, duas vezes. A clivagem e desprotecdo do sitio de ligacdo
foram feitas pelo tratamento da resina com 90% de acido trifluoroacético, 5% thioanisole, 2,5% fenol
e 2,5% de dgua. A analise da seqiiéncia peptidica foi verificada por espectrometria de massas LCMS
madulo positivo (Thermo), enquanto a pureza do material (> 80%) foi avaliada por cromatografia em
fase reversa HPLC LC-6AD (Shimadzu) em coluna preparativa Shim-pack. Este peptideo foi

armazenado -20 °C até o momento do uso.
4.3 Obtengdo do Tnp
O Tnp é um peptideo ciclico obtido por sintese peptidica artificial e foi cedido pelo

Laboratério Farmacéutico Cristalia. A dose utilizada foi estabelecida de acordo com os prévios

resultados incluidos na Patente INPI0602885-3, EP2046815, US8304382, MX300187.
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4.4 Indugdo da EAE em camundongos

O protocolo de indugdo de EAE estd de acordo com Mendel e colaboradores (1995). Fémeas
C57BL/6 WT ou IL-10 KO (n= 5/grupo) foram imunizadas subcutaneamente (s.c.) na base da cauda no
dia 0 com 300 pg do peptideo MOGss55 adsorvido em 100 uL de CFA contendo 500 ug de
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco). Nos dias 0 e 2, os animais foram injetados
intraperitonealmente (i.p.) com 500 ng da Toxina Pertussis (Sigma Aldrich) em 200 uL de PBS.
Animais virgens foram considerados controle sadio. A avaliagdo clinica da EAE foi feita diariamente e
classificada como:

0..... normal

1..... flacidez caudal

2..... reflexo ou andar prejudicado
3..... paralisia das patas traseiras

4..... paralisia das patas traseiras e dianteira

A avaliacdo clinica cumulativa foi calculada para cada animal individualmente. Os sinais
clinicos emergiram a partir do 122 dia com pico de intensidade no 172, declinando 30 dias apds a

imunizacao.

4.5 Tratamento com Tnp

Para avaliar o efeito imunomodulatdrio do Thp na EAE, os animais foram tratados s.c. no
dorso pela injegdo de 100 pL de Tnp a 3 mg/Kg diluidos em salina estéril. Foi realizado 3 esquemas de
tratamentos:

e Tratamento Profilatico (durante a fase de indugdo da doenga): 1 x ao dia por 10 dias

consecutivos do dia0 ao dia 9;

e Tratamento Terapéutico (durante a fase efetora da doenca): 1 x ao dia por 10 dias

consecutivos do dia 10 ao dia 19;

e Tratamento Continuo (durante as fases de inducdo e efetora da doencga): 1 x ao dia por 20

dias consecutivos do dia 0 ao dia 19.



28

4.6 Obtencgdo de células esplénicas

Os bacgos dos animais induzidos a EAE ou sob tratamento foram retirados de forma estéril e
em seguida submetidos a macerag¢dao com o auxilio de um émbolo e uma membrana de nylon de 100
pm com meio de cultura RPMI 1640 para recuperacao da suspensdo celular. Este homogenato foi
centrifugado a 400 g por 10 min a 4 °C. Em seguida foi submetido a hemdlise e lavagens. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em meio de cultura. Os grumos eventuais
foram retirados por sedimentacdo por 5 min no gelo e a viabilidade da suspensdo obtida pela

contagem celular em azul de Trypan.

4.7 Obtencgdo de células do cérebro e do corddo espinhal

Os cérebros e os corddes espinhais dos animais com EAE ou sob tratamento foram retirados
de forma estéril e em seguida submetidos a maceracdo com o auxilio de um émbolo e uma
membrana de nylon de 100 pm com meio de cultura RPMI 1640 para dissociagdo do tecido. Esta
suspensao celular foi centrifugada a 400 g por 10 min a 4 °C e em seguida submetida a separacao por
gradiente de Percoll (Sigma). Para isto, as células foram ressuspensas em HBSS contendo 30% de
Percoll e adicionadas a uma solugao contendo Percoll a 37% e a 70%. Apds centrifugagcdo a 500 g por
20 min a 4 °C, os leucdcitos foram isolados da interface do gradiente de Percoll e lavados. A andlise

da viabilidade celular foi realizada pela contagem em azul de Trypan.

4.8 Histologia do corddo espinhal

Para avaliar as alteragdes histoldgicas na EAE, animais tratados ou ndo foram mortos no 179
dia apds a imunizagdo. Os corddes espinhais foram removidos e fixados em solugdo de formol a 4%,
para entdo serem parafinizados, seccionados a 5 um e fixados em lamina e submetidos a coloragdo
H&E para a avaliagdo do infiltrado inflamatdrio e a coloragao Luxol Fast Blue para revelar as areas
desmielinizadas. Os cortes dos corddes espinhais da regido cervical dos animais estdo de acordo com
Yang e colaboradores (2009) e as analises histopatoldgicas foram realizadas de modo cego. A taxa de
desmielinizacdo foi avaliada e classificada como: 0: Auséncia de desmieliniza¢cdo; 1: Raros focos de

desmielinizacdo; 2: Poucas areas de desmielinizagdo e 3: areas confluentes de desmielinizacao.
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4.9 Zimografia para avaliagdo da atividade proteolitica de MMP

Para avaliar a atividade proteolitica da MMP-2 e da MMP-9 em animais induzidos a EAE ou
sob tratamento, o ensaio de zimografia foi realizado no homogenato do corddo espinhal. Aliquotas
do sobrenadante (20 pL) foram misturadas em volume igual de tampdo de dissociagdo [63 mmol/L
Tris-HCI, pH 6,8] contendo 10% glicerol, 10% sulfato de dodecil sédico (SDS) e 0,0025% Azul de
Bromofenol por 5 min a temperatura ambiente. Usando gel a 10% de SDS-PAGE contendo 1 mg/mL
de gelatina tipo A, as amostras foram submetidas a eletroforese em corrente de 180 V por 90 min em
tamp3o de corrida Tris-glicina (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) a 4 °C. O gel foi
entdo lavado em solucdo 2,7% Triton X-100 por 30 min a temperatura ambiente, seguido por uma
incubacdo adicional de 3 h a 37 °C em tamp3o de desenvolvimento (50 mmol/L Tris, 200 mmol/L
NaCl, 5 mmol/L CaCl2 e 0,2% Brij35, pH 7,5). Os géis foram finalmente corados com 0,5% Azul de
Coomassie dissolvido em 45% metanol, 10% d4cido acético e 45% agua destilada por 18 h e
descorados com solugdo 7% acido acético. A protedlise foi detectada pela visualizacdo de bandas
claras num fundo azul. Os controles positivos incluem MMP-2 e MMP-9 recombinantes (Calbichem
Co., San Diego, CA). Os géis foram escaneados e convertidos em escala de preto e branco no Adobe
Photoshop para que a intensidade das bandas fossem quantificadas pelo programa Imagel. Os

resultados sdo expressos como unidades de densitometria (UD).

4.10 Andlise fenotipica das células por citometria de fluxo

Para avaliar as diferentes popula¢des de células ou o estado funcional pela expressdo de
moléculas membranosas ou intracelulares, as células dos diferentes compartimentos (bago, cérebro
e corddo espinhal) obtidas dos animais com EAE ou sob tratamento foram primeiramente
neutralizadas com o anticorpo purificado de rato IgG2bk anti-mouse CD16/CD32 por 30 min a 4 °C.
Em seguida foram lavadas com meio RPMI 1640 e centrifugadas a 400 g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante celular foi desprezado e as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640 e
incubadas por 30 min a 4 °C no escuro com anticorpos (BD PharMingen, Oxford, UK) marcados com
diferentes fluorocromos. Apds nova lavagem e centrifugacdo as células foram ressuspensas em
formaldeido a 1% e deixadas a 4 °C até a leitura. Para marcacdo intracelular, as células tratadas por
ate 6 h com 1 pL de Golgi-PlusT" (Brefeldrin A, BioLegend, San Diego, CA) foram fixadas e
permeabilizadas por 20 min no gelo com a solugdo Cytofix/Cytoperm (BD Biociences). Em seguida,
foram centrifugadas com a solucdo de lavagem especifica e incubadas por 10 min a 4 °C com

anticorpos marcados com diferentes fluorocromos. Apds incubacdo, essas células foram
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ressuspensas em formaldeido a 1% e deixadas a 4 °C até a leitura no citometro de fluxo FACsCalibur
de quatro cores (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os eventos (50.000) foram adquiridos e
analisados com o programa CellQuest Pro (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). As células foram
analisadas inicialmente quanto ao tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC) seguido de marcagdo
especifica e as células mortas foram dispensadas. Os resultados foram expressos como a média da

porcentagem ou pela intensidade média de fluorescéncia.

4.11 Avaliagéo de DC e de linfécitos T CD4"*

Para analise da acdo imunomodulatéria do Thp na fase de inducdo, as DC e os linfécitos T
CD4"* foram avaliados no baco no dia 7 e no cérebro e no corddo espinhal na fase efetora (dia 17).
Por citometria de fluxo as cDC (CD11c’® CD11b"*) foram analisadas quanto & expressdo de
moléculas de superficie como MHC de classe I, CD40, CD80 e CD86, enquanto as pDC (CD11c™*
CD45R/BZZO'°W) foram analisadas quanto a expressdo de superficie das moléculas PDL-1 (CD274) e
PDL-2 (CD273). Os linfécitos T CD4* foram analisados quanto a expressdo de superficie das

moléculas CD40L, CD69, CD18 e ao conteldo intracitoplasmatico de IFN-y, IL-17A e IL-4.

4.12 Avaliagdo de células da microglia e de macrdéfagos no SNC

Na fase efetora (dia 17) e no dia 30 da EAE o cérebro e o corddo espinhal foram coletados e
processados. Apds dissociagao do tecido, as células mononucleares foram separadas por gradiente
de Percoll como descrito anteriormente e marcadas com anticorpos anti-CD11b e anti-CD45 para
anadlise por citometria de fluxo (PASCHALIDIS, et al., 2009). As células da microglia sdo caracterizadas
pela expressdo intermediaria de CD11b e CD45 (CD11b"°*CD45"") e os macréfagos infiltrantes, pela

alta express3o destes marcadores (CD11b"€"CD45"e").

4.13 Avadliagdo da indugéo de células T e B reguladoras e células Th2

Em diferentes fases da doenca (dia 7, 17 ou 30) em animais tratados ou ndo, células do baco,
do cérebro e do corddo espinhal foram coletadas e processadas para obtencdo da suspensdo celular
para analise por citometria de fluxo de células Treg (CD4**CD25°*FoxP3"* intracelular), Breg

(CD3"8CD19"°°CD5P*°CD1dP*) e células Th2 (CD4*IL-4P* intracelular).
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4.14 Acoplamento Tnp-FITC e inje¢do de Tnp-FITC

Para visualizar se o Thp atravessou a BHE do SNC, o Tnp foi conjugado ao FITC (fluorescein
isothiocyanate) usando o EZ-Label FITC Protein Labeling Kit (Pierce, Rockford, IL) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O acoplamento do Tnp ao FITC foi confirmado por espectrometria de
massas LCMS maddulo positivo (Thermo) apés separagao em coluna Sep-Pack light TC 18. Animais WT
controle sadios ou induzidos a EAE foram injetados s.c. no dorso com 100 plL de Thp-FITC (6 mg/Kg)
ou com uma quantidade equivalente de FITC puro no 122 dia da imunizagdo. Apds 2 h da injecdo, os
animais foram mortos e o baco, o cérebro e o cordao espinhal foram removidos e fixados em solucdo
de formol a 4%, parafinizados, seccionados a 5 um, fixados em lamina e secas no escuro por 24 h
para analise em microscopia de fluorescéncia (Olympus BX51) pelo uso do programa de imagem
Cell*F (Olympus, Hamburg, Germany). A sobreposi¢do das fotos monocromaticas e fluorescentes

(FITC) foi realizada através do programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA).

4.15 Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas apds analise de
variancia (One-Way ANOVA), seguido do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney ou paramétrico
Bonferroni. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05. Foi empregado o programa SPSS

(Release 8.0, Standard Version, 1997).
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5 RESULTADOS

5.1 Obtengdo do MOG3;.ss para indugéo do modelo de EAE

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) pode ser induzida em camundongos
C57BL/6 fémeas pela imunizagdo com o peptideo que corresponde ao epitopo imunodominante
MOGss55. Neste trabalho, o peptideo MOG foi sintetizado por nés de acordo Harrison e
colaboradores (1997). Podemos observar na Figura 3A o cromatograma da contagem total de ions
(TIC) e o espectro de massas referente a andlise do peptideo MOG3s.55 (2.581,4 Da) detectado pela
presenca dos ions multiplos carregados (massa relativa): 862 [M * 3H]3", 646 [M “4H]4" e 517 [M *
5H]5" (Fig. 3B). A pureza do material foi avaliada por cromatografia em fase reversa HPLC e a fracdo
obtida no espectro cromatografico correspondente ao peptideo MOGss.55 apresentou pureza maior

que 80% (Fig. 4).
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Figura 3. Identificagdo do peptideo MOG,. .. por espectrometria de massas apds a sintese
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O peptideo MOG,. .. (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) foi sintetizado no Advanced Chemtech 90 e
purificado por HPLC (Shimadzu) em coluna preparativa Shim-pack. A analise da sequéncia peptidica
foi realizada por espectrometria de massas LCMS (Thermo) em mddulo positivo. A) Cromatograma da
contagem total de ions (TIC). B) Espectro de massas referente a analise do peptideo MOG,. . (2.581,4
Da) detectado pela presenca dos ions multiplos carregados (massa relativa): 862 [M + 3H]3*, 646 [M +
4H]* e 517 [M + 5H]**.
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Figura 4. Purificacdo do peptideo MOG;; .. por cromatografia de fase reversa HPLC
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O peptideo MOG,. .. (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) foi sintetizado no Advanced Chemtech 90 e
purificado por HPLC LC-6AD (Shimadzu). O produto de sintese diluido em tampéao A (H,0 0.1% TFA)
foi aplicado em coluna preparativa Shim-pack e eluido com gradiente de tampdo B (90% de
acetonitrila 10% H,0 0.1% TFA) de 10 a 80% sob fluxo de 5 mL/min. A fragdo obtida no espectro
cromatografico corresponde ao peptideo MOG,. . foi confirmado por analise de espectrometria de
massas e apresentou pureza maior que 80%.
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5.2 Indugdo de EAE e esquema terapéutico com o Tnp

Fémeas C57BL/6 WT ou IL-10 KO (n= 5/grupo) de 6 a 8 semanas de idade foram imunizadas
s.c. na base da cauda no dia 0 com 300 pg do peptideo MOG3;s.55 adsorvido em 100 pL de CFA
contendo 500 pg de Mycobacterium tuberculosis. Nos dias 0 e 2, os animais foram injetados i.p. com
500 ng da toxina Bortedella Pertussis em 200 pL de PBS. Para avaliar o efeito imunomodulador do
Tnp na EAE, os animais foram tratados s.c. no dorso pela inje¢do de 100 plL de Tnp a 3 mg/Kg diluidos
em salina estéril. Foi realizado 3 esquemas de tratamento: Profilatico (durante a fase de indugdo da
doenca): 1 x ao dia por 10 dias consecutivos (do dia 0 ao dia 9); Terapéutico (durante a fase efetora
da doenga): 1 x ao dia por 10 dias consecutivos (do dia 10 ao dia 19); e Continuo (durante as fases de
inducdo e efetora da doencga): 1 x ao dia por 20 dias consecutivos (do dia 0 ao dia 19); enquanto
outro grupo de animais com EAE foi tratados somente com salina 0,9% seguindo o mesmo regime

(Fig. 5).
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Figura 5. Indugdo da EAE e Esquema terapéutico com o Tnp
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Fémeas C57BL/6 (n = 5/grupo) de 6 — 8 semanas de idade foram imunizadas s.c. na base da cauda no

dia 0 com 300 pg do peptideo MOG,. ., adsorvido em 100 pL de CFA contendo 500 pg de M.

tuberculosis H37Ra. Nos dias 0 e 2 foram injetadas i.p. com 500 ng da toxina Bortedella Pertussis em

200 pL de PBS. O tratamento com o Tnhp foi realizado pela inje¢do s.c. no dorso de 100 pL de solucéo a
3 mg/kg em salina estéril: durante a fase de induc@o da doenca (Profilatico: 0-9 dias), durante a fase
efetora da doenca (Terapéutico: 10-19 dias) e durante as fases de inducdo e efetora da doenca

(Continuo: 0-19 dias). Durante o curso da doenca os animais foram avaliados diariamente quanto aos

sintomas e mortos nos dias 7, 17 ou 30 para obten¢do de amostras.



37

5.3 O tratamento com o Tnp melhora e adia os sinais clinicos da EAE parcialmente dependente de
IL-10

Para avaliar o efeito imunomodulador do peptideo Tnp no controle dos sinais clinicos da EAE,

e ao mesmo tempo investigar a necessidade da IL-10 nesta inibicdo, distintos esquemas de

tratamento com o Tnp foram utilizados em diferentes fases da doenga como descrito anteriormente

usando animais C57BL/6 WT ou deficientes em IL-10.

Nas Figuras 6A, 6C e 6E observamos o efeito dos diferentes protocolos de tratamento com o
Tnp em animais WT com EAE. Observamos inicialmente que animais C57BL/6 WT induzidos a EAE
demonstraram sintomas neuroldgicos compativeis com a doenca (circulos pretos), validando assim o
modelo. Estes animais, demonstraram sinais clinicos de nivel 1 (flacidez caudal) a partir do dia 12,
passando para nivel 2 (reflexo ou andar prejudicado) entre os dias 13 a 16. Entre os dias 17 a 23
observamos um nivel maximo dos sintomas, de nivel 3 (paralisia das patas traseiras). A partir do dia
24 ate o 25 os sintomas comec¢am a declinar de intensidade (nivel 2,5) permanecendo entre os dias
26 a 30 no nivel 2. A média da intensidade dos sintomas durante o curso da doenca foi de nivel 2,1

(Tabela l).

Ja os animais WT com EAE submetidos ao tratamento profilatico com o Thp (Fig. 64, circulos
brancos) apresentaram uma melhora do quadro sintomatico, apresentando entre os dias 11 a 20
sintomas de nivel 1, que aumentaram para o nivel 1,5 entre os dias 21 a 26, e declinaram para o nivel
1 entre os dias 27 e 30. Nestes animais observamos que o tratamento profilatico adiou o inicio do
aparecimento dos sintomas maximos (de 17 para 21) e a media de intensidade dos sintomas nestes

animais foi de 1,2 em relagdo a 2,1 nos animais C57BL/6 WT induzidos a EAE (Tabela I).

O tratamento terapéutico (Fig. 6C) com o Tnp nos animais WT com EAE induziu também
melhora dos sintomas clinicos com os animais apresentando sintomas de nivel 1 entre os dias 12 a
14, de nivel 1,7 entre os dias 15 a 18, alcangando uma alta intensidade de sintomas de nivel 2,1 entre
os dias 19 a 23, que diminuiu para 1,7 entre os dias 24 a 26 e para 1,2 entre os dias 27 a 30. Nestes
animais observamos que o tratamento terapéutico adiou o inicio dos sintomas maximos (de 17 para
19) e a media de intensidade dos sintomas nestes animais foi de nivel 1,5 em relagdo a 2,1 nos

animais C57BL/6 WT induzidos a EAE (Tabela l).

Ja o tratamento continuo (Fig. 6E) com o Tnp nos animais WT com EAE reduziu o nivel dos
sintomas para 0,5 entre os dias 11 a 13, entre os dias 14 a 20 o nivel dos sintomas foi o nivel 1,1;
entre os dias 21 a 25 foi de 1,5 e declinou para 1,3 entre os dias 26 a 30. Nestes animais observamos

gue o tratamento continuado com o Thp adiou o inicio dos sintomas maximos (de 17 para 21) e a
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media de intensidade dos sintomas nestes animais foi de nivel 1,1 em relagdo a 2,1 nos animais

C57BL/6 WT induzidos a EAE (Tabela I).

Tabela 1 - Resumo dos resultados de animais C57BL/6 WT induzidos a EAE e tratados com o Tnp em
distintos esquemas terapéuticos

Incidéncia de Média do dia
animais com dos sinais Média dos sinais Meédia dos sinais
Tratamento sinais maximos  clinicos maximo  clinicos maximo clinicos
Salina 0,9% 5/5 17 3,0 2,1
Tnp Profilatico 1/5 21% 1,5%* 1,2*
Tnp Terapéutico 1/5 19* 2,1%* 1,5%
Tnp Continuo 1/5 21% 1,5%* 1,1*

A tabela mostra os resultados de trés experimentos independentes (n=5 animais para cada grupo de trés
experimentos). *p < 0,05 em relacdo aos animais C57BL/6 WT induzidos a EAE tratados apenas com salina 0,9%.

Nas Figuras 6B, 6D e 6F podemos observar que animais C57BL/6 IL-10 KO sdo mais
susceptiveis a inducdo de EAE, apresentando sintomas maximos de nivel 2,3 no dia 10, os quais

permaneceram durante todo o periodo observado.

Na auséncia de IL-10 o tratamento profilatico com o Tnp (Fig. 6B) manteve os sintomas no
nivel de 0,9 entre os dias 12 a 16, nivel 1,7 entre os dias 17 a 22, e de nivel 1,1 entre os dias 23 a 30.
Neste grupo de animais o Thp continuou controlando os sintomas, diminuindo a media de
intensidade para o nivel 1,2 em relacdo ao nivel de 2,3 dos animais IL-10 KO induzidos a EAE e adiou
o pico de aparecimento dos sintomas graves de 10 para 17 (Tabela Il). O tratamento terapéutico (Fig.
6D) nos animais deficientes de IL-10 induziu sintomas de nivel 2 entre os dias 11 a 17, de nivel 1,9
entre os dias 18 a 22, e de nivel 2,1 entre os dias 23 a 30. Neste grupo de animais o Tnp ndo
controlou os sintomas mantendo a media de intensidade no nivel 2 em relagdo ao nivel de 2,3 dos
animais IL-10 KO induzidos a EAE e ndo adiou o pico de aparecimento dos sintomas graves,
mantendo em 11. Em comparac¢do aos animais WT induzidos a EAE igualmente tratados de forma
terapéutica com o Thp podemos observar que a auséncia de IL-10 determinou uma antecipac¢do do
dia de aparecimento dos sintomas maximos (de 19 para 11) e aumentou a media de intensidade dos
sintomas de 1,5 para 2,0 (Tabela ll). Isto demonstra que no tratamento terapéutico o efeito do Tnp
no adiamento do aparecimento dos sintomas graves ou na diminuicdo da media de intensidade dos

sintomas é dependente de IL-10.
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Ja o tratamento continuo (Fig. 6F) nos animais deficientes de IL-10 induziu sintomas de nivel
0,9 entre os dias 10 a 12, de nivel 1,1 entre os dias 13 a 16, de nivel 2,0 entre os dias 17 a 23, e de
nivel 1,9 entre os dias 24 a 30. Neste grupo de animais o Tnp controlou os sintomas diminuindo a
media de intensidade para o nivel 1,5 em relagdo ao nivel de 2,3 dos animais IL-10 KO induzidos a
EAE e adiou o pico de aparecimento dos sintomas graves de 10 para 17 (Tabela Il). Em comparagdo
aos animais WT induzidos a EAE igualmente tratados de forma continuada com o Tnp podemos
observar que a auséncia de IL-10 determinou apenas aumento na media dos sinais clinicos maximos,
de 1,5 para 2,0. Isto demonstra que o efeito do Tnp na diminuicdo da media de intensidade dos

sintomas é dependente de IL-10.

Tabela 2 - Resumo dos resultados de animais C57BL/6 IL-10 KO induzidos a EAE e tratados com o
Tnp em distintos esquemas terapéuticos

Incidéncia de Média do dia
animais com dos sinais Média dos sinais Média dos sinais
Tratamento sinais maximos  clinicos maximo clinicos maximo clinicos
Salina 0,9% 5/5 10 2,3 2,3
Tnp Profilactico 2/5 17%* 1,7*% 1,2%
Tnp Terapéutico 2/5 11* 2,0* 2,0*
Tnp Continuo 2/5 17% 2,0 1,5%

A tabela mostra os resultados de trés experimentos independentes (n=5 animais para cada grupo de trés
experimentos). *p < 0,05 em relagdo aos animais C57BL/6 IL-10 KO induzidos a EAE tratados somente com
salina 0,9%. #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relagdo aos animais C57BL/6 WT induzidos a EAE
tratados no mesmo esquema terapéutico.

Em conjunto, estes resultados mostram que tanto o tratamento profildtico com o Thp quanto
o terapéutico conseguem adiar significativamente o aparecimento do pico de sintomas graves, sendo
o tratamento profilatico mais efetivo no adiamento e na diminuicdo da média de intensidade dos
sintomas. Ainda, a soma dos tratamentos profilatico e terapéutico ndo é suficiente para gerar um
adiamento maior no pico de aparecimento dos sintomas graves nem em diminuir ainda mais a média
de intensidade dos sintomas. E, finalmente, no esquema terapéutico de tratamento o Thp age
adiando os sintomas graves e diminuindo a media de intensidade dos sintomas de maneira

dependente de IL-10.
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Figura 6. O tratamento com o Tnp melhora e adia os sinais clinicos da EAE parcialmente dependente
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Fémeas C57BL/6 WT (esquerda) ou IL-10 KO (direita) induzidas a EAE ativamente foram tratadas
diariamente com 100 pL de Tnp a 3 mg/kg em salina estéril nos esquemas: Profilatico (0-9 dias) (A e
B), Terapéutico (10-19 dias) (C e D) ou Continuo (0-19 dias) (E e F), representado pelos quadrantes
cinza ao fundo. Os sinais clinicos da EAE foram avaliados diariamente como a seguir para obtencado da
média dos animais de cada grupo: O_normal; 1_flacidez caudal; 2_reflexo ou andar prejudicado;
3_paralisia das patas traseiras; 4_paralisia das patas traseiras e dianteira; 5_morte.
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5.4 O Tnp é capaz de suprimir a ativagdo de cDC nos orgdos linfoides secunddrios dependente de
IL-10

As DC sdo um grupo heterogéneo de células apresentadoras de antigenos profissionais
envolvidas em ambas as respostas: imunogénica ou tolerogénica. Durante doencgas autoimunes,
como no modelo de EAE, o balango entre DC convencionais (cDC - CD11c¢"*°CD11b"*), que tendem a
mediar a doenca e DC plasmocitéides (pDC — CD11c¢™ CD45R/B220") relacionadas & protecdo da
doenca é decisivo para a progressao ou o controle da EAE. Neste contexto, avaliamos a capacidade
do Thp em modular o perfil de resposta de DC na EAE. Para isto, 7 dias apds a inducdao da EAE e
tratamento didrio com o Tnhp, células esplénicas destes animais foram avaliadas por citometria de
fluxo quanto a expressdo de moléculas ativadoras (MHCII, CD40, CD80 e CD86) em cDC e moléculas
inibitérias (PDL-1 e PDL-2) em pDC. Bem como avaliamos o papel da IL-10 no efeito do Thp pelo uso

de animais KO.

Nossos resultados na Figura 7 mostram que nos animais WT com EAE o Tnp foi capaz de
diminuir a expressdo de MHC de classe Il em 19% (Fig. 7A), de CD40 em 14% (Fig. 7B) e de CD80 em
30% (Fig. 7€), sem alterar a expressao da molécula CD86 nas cDC (Fig. 7D). Quando os animais com
EAE deficientes em IL-10 receberam o tratamento profilatico com o Tnp observamos em comparagado
com o grupo EAE sem tratamento que ndo houve alteracdo na expressdao de MHC de classe Il (Fig.
7A), de CD40 (Fig. 7B) e de CD80 (Fig. 7C). Ao contrario, a auséncia de IL-10 refletiu em uma maior
expressao de CD86 nas cDC (Fig. 7D). Sendo assim, a diminuicdo da expressdao de MHC de classe I,
CD40 e CD80, bem como a manutencdo homeostatica de CD86 em células dendriticas convencionais

induzida pelo Thp depende da agdo de IL-10.

Podemos observar na Figura 8 que nos animais WT com EAE o tratamento com o Tnp foi
capaz de induzir nas pDC um aumento de 4,8 para 6,6 na expressdo de PDL-1 (Fig. 8A) e um aumento
de 3,4 para 4,1 na expressao de PDL-2 (Fig. 8B). Pelo uso de animais deficientes de IL-10, observamos
que o Tnp foi capaz de induzir apenas um aumento de 2,2 para 4,1 na expressao de PDL-2, mas ndo
de PDL-1 como observada nos animais WT. Portanto, apenas o aumento da expressao de PDL-1, mas

nao de PDL-2, induzida pelo Tnp em pDC é dependente da citocina IL-10.

Em conjunto, o efeito do Tnp na diminuicdo dos sintomas clinicos da EAE pode estar
relacionado a sua capacidade de modular o perfil de DC nos érgaos linfoides secundarios suprimindo
moléculas importantes (MHCIl, CD40 e CD80) para a apresentacdo de antigenos, de maneira
dependente de IL-10, e favorecendo a expressdo de moléculas inibitérias nas pDC parcialmente

dependente de IL-10.
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Figura 7. O Thp é capaz de suprimir a ativacdo de cDCs nos drgdos linfoides secundarios dependente
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo diariamente durante a fase de
inducdo da doenca com 3 mg/Kg do peptideo Tnp foram mortas apds 7 dias da imunizacdo e tiveram o
baco retirado e processado para obtencdo de suspensdo celular que foi analisada por citometria de
fluxo quanto a expressdo de moléculas de MHC classe Il (A) ou de ativacdo como: CD40 (B) , CD80 (C)
e CD86 (D) em células dendriticas convencionais (cDC - CD11bP% CD11cP%s). Cada barra representa
valores de MFI acrescidos do desvio-padrao. *p < 0,05 em relacdo ao grupo EAE tratado apenas com
salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relacdo ao grupo de animais WT com
EAE tratados com Tnp .
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Figura 8. O Tnp favorece a diferenciacdo de pDCs nos drgaos linfoides secundarios parcialmente

dependente de IL-10
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo diariamente durante a fase de
inducdo da doenca com 3 mg/Kg do peptideo Tnp foram mortas apds 7 dias da imunizacdo e tiveram o
baco retirado e processado para obtencdo de suspensdo celular que foi analisada por citometria de
fluxo quanto & expressdo das moléculas PDL-1 (A) ou PDL-2 (B) nas células pDC (CD11cP25B220'"w),
Cada barra representa valores de MFI acrescidos do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relacdo ao grupo
EAE tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relacdo ao
grupo de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.5 0 Tnp via IL-10 suprime a populagédo de linfécitos T CD4°* durante a fase de indugéo da EAE

pos

Sabendo que os linfécitos T CD4 sdo os responsaveis pelo desenvolvimento da EAE em
camundongos e que o estado de ativacdo das APC, responsaveis por ativar estes linfocitos estd
prejudicado pelo tratamento profilatico avaliamos se o Thp poderia modular a ativacdo de linfécitos
T CD4"*, bem como o requerimento da IL-10 neste processo. Para isto, 7 dias apds a indu¢do da EAE

e tratamento didrio com o Tnp, células esplénicas destes animais foram avaliadas.

Podemos observar na Figura 9 que os animais WT com EAE tratados de forma profilatica com
o Tnp apresentaram uma diminuicdo de 20% na porcentagem de linfécitos T CD4** (Fig. 9B), sem
contudo apresentarem alteracdo no numero total de leucécitos no bago (Fig. 9A), ou na expressado da
molécula CD18 (Fig. 9D), CDAOL (Fig. 9E) ou de CD69 (Fig. 9F) . Quando os animais deficientes em IL-
10 com EAE foram tratados com o Thp de forma profildtica observamos que a diminuicdo dos
linfécitos T CD4P* no baco foi dependente da acdo desta citocina, pois os animais IL-10 KO tratados
com o Tnp n3o foram capazes de suprimir a populacdo dos linfocitos T CD4* neste 6rgdo (Fig. 9B).
Sendo assim, o Tnp por mecanismos dependentes de IL-10 suprime a populac¢3o de linfécitos T CD4P**

nos orgaos linfoides secunddrios durante a indugdo da EAE.
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Figura 9. O Tnp suprime a populagao de linfacitos T CD4P° nos drgaos linfoides secundarios via IL-10
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo diariamente durante a fase de
inducdo da doenca com 3 mg/Kg do peptideo Tnp foram mortas apds 7 dias da imunizacdo e tiveram o
baco retirado e processado para obtencdo de suspensdo celular que foi contada em Camara de
Neubauer (A) ou analisada por citometria de fluxo quanto a porcentagem de linfocitos T CD4P%5 (B) ou
quanto a expressado das moléculas (€) nos linfocitos T CD4P%S; CD18 (D), CD40L (E) ou CD69 (F). Cada
barra representa valores de MFI acrescidos do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo EAE
tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relagdo ao grupo
de animais WT com EAE tratados com Tnp.
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5.6 O Tnp via IL-10 induz células reguladoras nos érgdos linfoides secunddrios

Células reguladoras se apresentam como decisivas no controle da magnitude de inflamagoes
autoimunes (ZOZULYA; WIENDL, 2008). Neste sentido, avaliamos a capacidade do Thp induzir células
Treg, Breg ou mesmo clones de linfécitos Th2 produtores de IL-4 nos érgaos linfoides secunddrios
dos animais induzidos a EAE. Para isto, 7 dias apds a indugdo da EAE e tratamento didrio com o Tnhp,

células esplénicas destes animais foram avaliadas.

Podemos observar na Figura 10 que o tratamento profilatico com o Thp foi capaz de gerar
células reguladoras como Treg CD4°*°CD25°°FOXP3°* (de 1,7% para 2,2% - Fig. 10A), Breg
(CD5P*°CD19P*°CD1d"* (de 0,8% para 1,4% - Fig. 10B) e Th2 produtores de IL-4 (de 0,70% para 0,90% -
Fig. 10C) por mecanismos totalmente dependentes de IL-10, uma vez que os animais deficientes de

IL-10 ndo foram capazes de gerar tais células reguladoras em resposta ao Thp.
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Figura 10. O Tnp gera células reguladoras nos drgaos linfoides secundarios dependente de IL-10

A) T reguladoras (CD4P°5CD25P9SFOXP3P%5) 50- 72 dia - Baco

4
CD25

T reguladoras (%)
N
<

FoxP3

0.0-
WT IL-10 KO

B) B reguladoras (CD197°5CD5P°5CD1d"°5)

3.0

=

n

o

3

S 1.5 *

=

(=]

2

m

WT IL-10 KO

C) Th2 (CD4POS|L-4P%5) 2.

=

o 14

o

|_

o 1
WT IL-10 KO
Il EAE
Tnp Profilatico

Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo diariamente durante a fase de
inducdo da doenca com 3 mg/Kg do peptideo Tnp foram mortas apds 7 dias da imunizacdo e tiveram o
baco retirado e processado para obtencdo de suspensdo celular que foi analisada por citometria de
fluxo para a determinacdo da porcentagem de linfocitos T reguladores (A), B reguladores (B) ou Th2
(C). Cada barra representa a media das porcentagens dos diferentes grupos acrescidos do desvio-
padrdo. *p < 0,05 em relag@o ao grupo EAE tratado apenas com salina 0,9% e *p < 0,05 indicativo da
dependéncia de IL-10 em relacdo ao grupo de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.7 O Tnp controla o infiltrado celular e a desmielinizagéo no SNC independente de IL-10 no pico da
doeng¢a

A infiltracdo de células T auto-reativas e posteriormente de macréfagos no SNC marca o
inicio dos sintomas na EAE (ARCHELOS et al., 1999; ENGELHARDT et al., 1998; ENGELHARDT et al.,
2003) e tratamentos que consigam reduzir o infiltrado celular no SNC e prevenir a desmielinizagdo
sdo de grande valia para a supressdo clinica da doenga (MIYAMOTO et al., 2006). Para verificar se o
infiltrado celular e a desmielinizagdo do SNC sdo suprimidos pelo Thp, bem como avaliar a
participacao de IL-10 neste processo, os cérebros e os corddes espinhais de animais WT ou IL-10 KO
induzidos a EAE e expostos a distintos esquemas de tratamento com o Thp foram coletados no 172
ou no 302 dia para a contagem total das células no homogenato dos 6rgdos e para andlise

histoldgica.

Nossos resultados na Figura 11 mostram que no pico da doenca (172 dia) o tratamento
profilatico, terapéutico ou continuo com o Thp foi capaz de diminuir o infiltrado celular no cérebro
(28%, 23% e 50%, respectivamente — Fig. 11A) e no corddo espinhal (69%, 35% e 55%,
respectivamente — Fig. 11C). Esta supressdo do infiltrado celular tanto no cérebro como no cordao
espinhal induzida pelo Tnp neste dia, com exce¢do do tratamento continuo no cordao espinhal,
ocorreu sem a necessidade da citocina IL-10, uma vez que o tratamento com o Tnp também

consegue suprimir o infiltrado celular no SNC nos animais deficientes de IL-10.

Com a evolugdo da doencga, no 302 dia de observacdo verificamos que apenas o tratamento
terapéutico com o Thp conseguiu diminuir o influxo celular no cérebro em 50%. Este efeito foi
dependente da citocina IL-10, uma vez que nos animais deficientes o Thp deixou de inibir o influxo
celular no cérebro neste periodo (Fig. 11B). No corddo medular ndo foram observadas altera¢Ges no
numero de células nos animais WT ou KO submetidos aos diferentes tratamentos. Logo,
demonstramos que o Thp é capaz de suprimir no pico da doenga o infiltrado inflamatério para o SNC
de maneira independente de IL-10, enquanto na fase tardia os efeitos da aplicagdo terapéutica do
Tnp sdo mediados pela IL-10. Estes dados sugerem que mesmo com a doenga em curso a aplicagao

terapéutica do Tnp induz a geragao de IL-10 util no controle da inflamagao do SNC.

Na Figura 12A, cortes dos corddes obtidos no 172 dia apds a inducdo da EAE em animais WT
corados com H&E revelam um intenso infiltrado de células em relacdo aos animais ndo doentes que
foi diminuido aos niveis do controle apds os diferentes tratamentos com o Thp. Observamos ainda na
Figura 13A que os animais KO tratados com o Tnp continuaram apresentando diminuido infiltrado de
células que ndo foi revertido pela auséncia de IL-10. O mesmo fendmeno foi observado na supressdo

da desmielinizagdo induzida pelo Tnp nos animais WT e KO (Fig. 12B e Fig. 13B). Assim, o Tnp
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independente da citocina IL-10 suprime o infiltrado inflamatério e a desmielinizagdo no cordao

espinhal, um importante 6rgdo alvo na EAE.
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Figura 11. O Tnp minimiza o infiltrado celular no SNC de animais induzidos a EAE independente de

IL-10 no pico da doenca
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Thp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 17 ou 30 dias da imunizacdo e tiveram os cérebros (A e B) ou os corddes espinhais (C e D)
coletados para obtencdo de suspensdo celular que foi avaliada quanto ao nimero total de células
usando a Camara de Neubauer. Cada barra representa a media do numero absoluto de células dos
diferentes grupos acrescidos do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo EAE tratado apenas
com salina 0,9% e *p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relagdo ao grupo de animais WT
com EAE tratadoscom Tnp .
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Figura 12. O Tnp diminui o nimero de leucécitos e a desmielinizagdo do SNC de animais WT
induzidos a EAE
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Fémeas WT induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Thp nos esquemas:
Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas apds 17 dias da
imunizacdo e tiveram os corddes espinhais coletados para processamento histoldgico. Os cortes
histoldgicos foram corados com H&E para analise do influxo de leucdcitos e contagem por mm?2 (A e
B) ou com Luxol Fast Blue para analise do contetdo de mielina. A taxa de desmielinizacé@o foi avaliada
de modo cego de acordo com os seguintes critérios: 0_Auséncia de desmielinizacdo; 1_Raros focos de
desmielinizacdo; 2_Poucas areas de desmielinizacdo e 3_areas confluentes de desmielinizacdo (C e D).

Cortes histoldgicos representativos sdo mostrados. *p < 0,05 em relacdo ao grupo EAE tratados
apenas com salina 0,9%.



52

Figura 13. A diminuigdo do infiltrado celular e da desmielinizagdo induzida pelo Thp é independente

de IL-10
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Fémeas IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Tnp nos
esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas apds
17 dias da imunizacdo e tiveram os cordoes espinhais coletados para processamento histoldgico. Os
cortes histologicos foram corados com H&E para analise do influxo de leucocitos e contagem por mm?2
(A e B) ou com Luxol Fast Blue para analise do conteldo de mielina. A taxa de desmielinizacdo foi
avaliada de modo cego de acordo com os seguintes critérios: 0_Auséncia de desmielinizacdo; 1_Raros
focos de desmielinizacdo; 2_Poucas areas de desmielinizacdo e 3_areas confluentes de
desmielinizacdo (C e D). Cortes histologicos representativos sdo mostrados. *p < 0,05 em relacdo ao
grupo EAE tratados apenas com salina 0,9%.
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5.8 A diminuig¢do da atividade de MMP-9 induzida pelo tratamento com o Tnp profildtico depende
deiL-10

Para que os leucdcitos ganhem acesso ao SNC, além da adesdo focal ao endotélio mediado
por moléculas de adesdo e quimiocinas, a membrana basal precisa ser degradada por
metaloproteinases (MMP) para que os leucdcitos alcancem o tecido alvo (HU et al., 2007). A MMP-2
e particularmente a MMP-9 tem sido implicadas na ruptura da barreira hemato-encefalica (BHE) em
varias doengas inflamatérias do SNC, inclusive na esclerose multipla (YONG et al., 2005). Neste
sentido, optamos por avaliar se o Thp seria capaz de inibir a producdo e/ou a ativacdo destas MMP

no cérebro ou no cordao espinhal dos animais induzidos a EAE.

Nossos resultados mostram que em animais WT o tratamento profildtico com o Tnp foi capaz
de diminuir parcialmente a producao de MMP-9 ativa quando comparada ao animal doente tratado
apenas com salina 0,9%, enquanto os tratamentos terapéutico e continuo com o Thp manteve a
atividade da MMP-9 indetectavel no corddo espinhal no 172 dia, semelhante aos animais controle
(Fig. 14A). O uso de animais IL-10 KO nos permitiu verificar que a supressao da ativacdo de MMP-9
durante o tratamento profildtico com o Thp depende da citocina IL-10, enquanto o efeito induzido
pelos tratamentos terapéutico e continuo com o Tnp independe da citocina IL-10, pois estes animais
continuaram apresentando diminuicdo na atividade da MMP-9 mesmo na auséncia de IL-10 (Fig.
14B). A MMP-2, bem como a MMP-9 no cérebro no 172 e 302 dia ndo foram detectadas em nenhum
grupo experimental (dados ndo mostrados). Em conjunto, um dos mecanismos pelo quais o Tnp
previne o influxo de leucdcitos no SNC é a capacidade de inibir a produgdo e/ou ativagdo da MMP-9

no cordao espinhal, uma vez que as MMP sdo essenciais para o processo de transmigracao pela BHE.
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Figura 14. A diminuigado da atividade de MMP-9 induzida pelo Tnp profilatico depende de IL-10

172 dia - SNC
A) WT
Tnp Tnp Tnp
MMP-2 MMP-9 Sadio EAE  Profil. Terap. Conti.
z 20000+
MMP-9 Latente I:I -E' =
1160 = ; 15000+
-0 Ati QB
e
[+ I
MMP-2 Latente E @ 5000-
MMP-2 Ativa ﬁ 0 I;:l
45,0

B) IL-10 KO

Tnp Tnp Tnp
MMP-2 MMP-9 Sadio EAE  Profil. Terap. Conti.

MMP-9 Latente I:I 5 g 25000
1164 £ S 20000+
ve-snove el O [ R O] | 5o
66,2 2 g 10000
MMP-2 Latente E X S0
. g2 i

MMP-2 Ativa S

g | [

45,0

Corddes espinhais coletados apds 17 dias de fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente
tratadas ou ndo com o Tnp nos distintos esquemas terapéuticos foram processados e submetidos a
eletroforese em gel a 10% de SDS-PAGE adicionada de 1 mg/mL de gelatina tipo A. O gel foi entdo
lavado, incubado em tampao de desenvolvimento, corados com Azul de Coomassie e descorados com
solucdo de acido acético. A protedlise foi detectada pela visualizacdo de bandas claras num fundo
escuro. Os controles positivos incluem MMP-2 e MMP-9 recombinantes. Os géis foram escaneados e
convertidos em escala de preto e branco no Adobe Photoshop para que a intensidade das bandas
fossem quantificadas pelo programa Imagel. Os resultados sdo expressos como unidades de
densitometria (UD) em grafico de barras. *p < 0,05 em relacdo ao grupo EAE tratado apenas com
salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relacdo ao grupo de animais WT com
EAE tratados com Tnp.
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5.9 O tratamento com o Tnp modula o estado de ativagdo dos linfocitos T CD4°*” no SNC
parcialmente via IL-10

A manutenc3o de linfécitos T CD4P* auto-reativos no SNC é crucial para a progressdo da EAE.
No SNC, as células T reconhecem o antigeno especifico expresso nas APC e sdo reativadas. Este
fendbmeno de reativacdo implica na expressdao de moléculas coestimuladoras como o CD40L e o
CD69. Portanto, compostos que sejam capazes de suprimir importantes moléculas para a chegada
dos linfocitos T CD4* no SNC como o CD18, e moléculas coestimuladoras nos linfécitos T auto-
reativos se tornam importantes para o controle da doenca. Neste sentido, avaliamos se o tratamento
com o Tnp poderia interferir no nivel de expressdo de CD18, CD40L e CD69 nos linfécitos T CD4"* do
cérebro e do cordao espinhal de animais induzidos a EAE, bem como avaliar o papel da IL-10 neste

processo.

No cérebro observamos que o tratamento terapéutico com o Tnp induziu a diminuicdo na
expressdo de CD18 (Fig. 15A) e que os tratamentos profilatico e continuo inibiram a expressido de
CD4O0L (Fig. 15€) em linfdcitos T CD4°*, de maneira dependente de IL-10, uma vez que estes efeitos
foram abolidos em animais deficientes de IL-10. Quanto a andlise da expressdo de CD69 em linfécitos

T CD4P* n3o observamos diferencas entre os grupos (Fig. 15E).

No corddo, a inibicdo da expressdo de CD18 induzida pelos 3 tratamentos com o Tnp (Fig.
15B), e a inibicdo da expressdo de CD4OL (Fig. 15D) em linfécitos T CD4P** pelo tratamento continuo
foi independente de IL-10. Porém, o tratamento com o Tnp na forma terapéutica ou continuada foi
mediado pela IL-10 na supressdo de CD69 em linfécitos T CD4P*, pois como se observa na Figura 15F
os animais IL-10 KO ndo foram capazes de suprimir a expressdo desta molécula nos linfécitos. Estes
resultados indicam que o tratamento com o Thp parcialmente via IL-10 ndo apenas suprime o CD18
no corddo espinhal, minimizando a chegada das células TCD4"* no SNC, mas também diminui a
expressao de moléculas coestimuladoras como CD40L e CD69, tornando os linfécitos T menos auto-

reativos no SNC.
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Figura 15. O Tnp modula o estado de ativagado de linfécitos T CD4P° no SNC parcialmente via IL-10
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Thp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 17 dias da imunizacdo e tiveram os cérebros (A, C e E) ou os corddes espinhais (B, D e F)
coletados para obtencdo de suspensdo celular e determinacdo por citometria de fluxo do estado de
ativacdo de células T CD4r° pela expressdo de CD18 (A e B), CD40L (€ e D) ou de CD69 (E e F). Cada
barra representa valores de MFI acrescidos do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo EAE
tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relagdo ao grupo
de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.10 A diminuigdo de linfécitos Th1 induzida pelo Tnp independe de IL-10 enquanto a diminuig¢do
de Th17 no SNC é parcialmente dependente

As células Th1l que produzem IFN-y foram durante muitos anos consideradas os linfécitos T
CD4"* patogénicos na EAE. Entretanto, desde a descoberta do novo subtipo de linfécito T CD4**
produtores de IL-17, as Th17, as pesquisas demonstram a cooperacao sinérgica de ambos os subtipos
na patogénese da doenca (COX et al., 2008). Assim, avaliamos se o Tnp seria capaz de modular a

polarizac3o de clones de linfécitos T CD4°* no SNC de animais induzidos a EAE.

O efeito do Tnp na diminuicdo de células Thl em animais WT po6de ser observado durante o
tratamento terapéutico (42%) e continuo (80%) no cérebro (Fig. 16A) e durante os tratamentos
profildtico (55%), terapéutico (67%) e continuo (80%) no corddo espinhal (Fig. 16B), os quais nao
foram revertidos nos animais IL-10 KO tratados, demonstrando a independéncia de IL-10 neste
efeito. Quanto a modulacdo de clones Th17 pelo Thp, o tratamento profilatico dependente de IL-10 e
o tratamento continuo independente de IL-10 foi capaz de diminuir a populagdo destes no cérebro
(45% e 50%, respectivamente) (Fig. 16C) e no cordado espinhal (60% e 60%), (Fig. 16D). Vale ressaltar
gue os 3 tratamentos com o Thp sdo capazes de minimizar a populacao de linfdcitos Thl patogénicos
no SNC, porem a diminuicdo de clones Thl7 somente foi induzida pelos tratamentos profilaticos e

continuo, mas ndo pelo tratamento terapéutico.
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Figura 16. A diminui¢do de linfocitos Thl induzida pelo Tnp independe de IL-10 enquanto a

diminuicdo de Th17 patogénicos no SNC é parcialmente via IL-10
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Tnp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 17 dias da imunizacdo e tiveram os cérebros (A, C) ou os corddes espinhais (B, D) coletados para
obtencdo de suspensdo celular e determinacdo por citometria de fluxo da porcentagem dos
diferentes subtipos de linfocitos T CD4, como Thl (A, B) ou Th17 (C, D). Cada barra representa a
media das porcentagens dos diferentes grupos acrescidos do desvio-padrdo*p < 0,05 em relagédo ao
grupo EAE tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relacdo
ao grupo de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.11 O Tnp gera linfécitos T reguladores no SNC dependente de IL-10

Ndo ha duvidas de que as células reguladoras sdo essenciais para o controle da
neuroinflamacdo na EAE. Embora o ndmero de DC no SNC seja pequeno, estas células tendem a
induzir supressdo ao invés de ativagdo. Ja as Treg migram para o SNC durante a EAE para exercer
seus mecanismos imunossupressores in situ. Diante da importancia de regulacdo imune no tecido
alvo, avaliamos a capacidade do Tnp em favorecer o surgimento de células reguladoras como pDC e

Treg no SNC, tecido alvo na EAE.

Nossos resultados do cérebro durante o pico da doenca (172 dia) mostram que o tratamento
profilatico com o Tnp aumentou de 4,9% para 7,0% a porcentagem de pDC que expressam o PDL-1
de maneira independente da citocina IL-10, uma vez que o Thp conseguiu reproduzir tal efeito em
animais deficientes desta citocina (Fig. 17A). Quanto a popula¢do de pDC que expressam o PDL-2 no
cérebro, os tratamentos profildtico e terapéutico com o Thp foram capazes de induzir aumento de
5,3% para 6,7% e para 7,1%, respectivamente. Este efeito induzido pelo Tnp sobre a expressao de
PDL-2 em pDC ocorreu de maneira dependente de IL-10 no tratamento profilatico e independente
desta citocina no tratamento terapéutico (Fig. 17C). Ainda observamos que apenas o tratamento
terapéutico com o Tnp foi capaz de aumentar a porcentagem da populagdo de células Treg (de 0,8%

para 1,2%) e que este efeito é totalmente dependente de IL-10 (Fig. 17E).

No corddo espinhal, ao contrario houve uma diminuicdo na porcentagem de pDC que
expressam a molécula PDL-1 no tratamento terapéutico e continuo com o Tnp (56% e 65%,
respectivamente) no 172 dia sem o requerimento da citocina IL-10 (Fig. 17B). Também observamos
que nao houve alteragdo da expressdo de PDL-2 na populagdo de pDC no pico da doenca (172 dia) em
resposta ao Thp em todos os grupos (Fig. 17D). Quanto as células Treg, observamos que somente o
tratamento terapéutico com o Thp gerou estas células no corddo espinhal de maneira dependente de

IL-10 (Fig. 17F).

De modo geral, nossos resultados mostram que o Thp via IL-10 é capaz de aumentar a
populagdo de células reguladoras no cérebro e no cordao espinhal dos animais induzidos a EAE. E
ainda, mesmo com a doenga em curso o tratamento terapéutico com o Tnhp é capaz de gerar células

Treg no SNC.



60

Figura 17. O Tnp gera linfdocitos T reguladores no SNC de animais induzidos a EAE via IL-10
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Thp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 17 dias da imunizagdo e tiveram os cérebros (A, C) ou os corddes espinhais (B, D) coletados para
obtencdo de suspensdo celular e determinacdo por citometria de fluxo da porcentagem dos
diferentes subtipos de células reguladoras, como dendriticas plasmocitoides (A-D) ou T reguladoras (E
e F). Cada barra representa a media das porcentagens dos diferentes grupos acrescidos do desvio-
padrdo. *p < 0,05 em relac@o ao grupo EAE tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da
dependéncia de IL-10 em relacdo ao grupo de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.12 O Tnp impede a expansdo de células da microglia e inibe o infiltrado de macrofagos no SNC

Células da microglia (CD11b"°“CD45°%) bem como a presenca de macréfagos
(CD11b™8"CD45"") no SNC cooperam para a destruicio da barreira de mielina via a indugdo da
liberacdo de mediadores inflamatdrios como radicais livres, intermedidrios reativos de oxigénio,
oxido nitrico e MMP (BENVENISTE, 1997). Neste sentido, avaliamos se o Tnp é capaz de modular
estas células no SNC, bem como a dependéncia de IL-10 neste processo. Para isto, avaliamos a
porcentagem de microglia e de macréfagos no cérebro ou no cordao espinhal dos animais induzidos

a EAE e tratados no pico da doenca (172 dia) ou durante a fase cronica (302 dia).

Na Figura 18 observamos que o Tnp aplicado no regime profilatico ou terapéutico conseguiu
diminuir a expansdo de células da microglia no pico da doenca (172 dia) tanto no cérebro (39% e
47%, respectivamente - Fig. 18A) quanto no corddo espinhal (33% e 60%, respectivamente - Fig. 18B),
e este efeito modulador foi dependente de IL-10 no cérebro, com excecdo do tratamento terapéutico
no corddo que independe da acdo desta citocina. Também observamos uma diminuicdo do infiltrado
de macrdéfagos no cordao espinhal nos animais WT tratados com o Tnp aplicado no regime profilatico
e terapéutico (50% e 49%, respectivamente). Pelo uso de animais deficientes de IL-10 podemos
observar que apenas o tratamento profilatico com o Tnp requer a participacdo de IL-10 para

controlar a populagdo de macréfagos no cordao espinhal (Fig. 18D).

Em seguida observamos que no 3092 dia do curso da doenca a inibicdo da expansdo de
microglia (65%) ou o infiltrado de macréfagos (60%) no cérebro pelo tratamento continuo com o Thp
requer a mediacdo da citocina IL-10 (Fig. 19A e Fig. 19C). No cordado espinhal, ambos os tratamentos
terapéutico e continuo também suprimiram as células da microglia (65% e 80%, respectivamente) e
os macréfagos (42% e 57%, respectivamente). Pelo uso de animais deficientes de IL-10 observamos
que a diminui¢do da microglia induzida pelo Tnp é dependente da agdo de IL-10 (Fig. 19B ) enquanto
a diminuicdo induzida pelo tratamento terapéutico independe de IL-10 para mediar seus efeitos (Fig.
19D). Em conjunto, o Thp impede a expansdo de células da microglia e inibe o infiltrado de

macréfagos no SNC parcialmente via IL-10.
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Figura 18. O Tnp diminui a microglia ou o infiltrado de macrdofagos no SNC de animais induzidos a

EAE no pico da doenca
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Tnp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 17 dias da imunizacdo e tiveram os cérebros (A, C) ou os corddes espinhais (B, D) coletados para
obtencdo de suspensdo celular e determinagdo por citometria de fluxo da porcentagem de células da
Microglia (A e B) ou de Macrofagos infiltrantes (C e D). Cada barra representa a media das
porcentagens dos diferentes grupos acrescidos do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo EAE

tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relacdo ao grupo
de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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Figura 19. O Tnp diminui a microglia ou o infiltrado de macréfagos no corddo espinhal de animais

induzidos a EAE na fase cronica da doenca
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Fémeas WT ou IL-10 KO induzidas a EAE ativamente tratadas ou ndo com 3 mg/Kg do peptideo Thp
nos esquemas: Profilatico (0-9 dias), Terapéutico (10-19 dias) ou Continuo (0-19 dias) foram mortas
apos 30 dias da imunizagdo e tiveram os cérebros (A, C) ou os corddes espinhais (B, D) coletados para
obtencdo de suspensdo celular e determinacdo por citometria de fluxo da porcentagem de células da
Microglia (A e B) ou de Macréfagos infiltrantes (C e D). Cada barra representa a media das
porcentagens dos diferentes grupos acrescidos do desvio-padrédo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo EAE

tratado apenas com salina 0,9% e #p < 0,05 indicativo da dependéncia de IL-10 em relagdo ao grupo
de animais WT com EAE tratados com Tnp .
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5.13 O Tnp é difundido, ultrapassa a BHE e alcang¢a a substancia cinzenta do SNC

Dado que o Tnp apresenta efeitos imunomoduladores no SNC induzindo a diminuicdo de
células inflamatdrias e linfdcitos encefalitogénicos e aumentando a presenca de células reguladoras,
pensamos que esta modulacdo pode ser decorrente de um efeito sistémico do Thp nos dérgdos
linfoides secundarios ou mesmo da acdo localizada no SNC. Para elucidar esta hipétese, inicialmente
avaliamos a capacidade do Thp de difusdo pelo organismo e de alcangar o SNC ultrapassando a BHE,

apos a injecdo subcutanea nos animais doentes.

A BHE compreende as células endoteliais dos vasos sanguineos do SNC em conjunto com
uma membrana basal espessa e astrécitos. Ela exibe um fendtipo Unico, caracterizada pela presenca
de células endoteliais que sdo conectadas por um complexo de adesdo intercelular. Isso forma um
intimo contato entre as células adjacentes, conhecidos como junc¢Ges finas (tight junctions). A forga
de barreira da BHE é reforcada pela relativa escassez de fenestras e vesiculas pinocitéticas.
Coletivamente, isto resulta num baixo nivel de endocitose e transcitose, que restringe severamente o
movimento de moléculas e células para o SNC pela rota transcelular. Ainda, a BHE intacta é
largamente impermeavel a compostos nao lipofilicos com peso molecular superior a 450 Da. Isto

representa um grande desafio para a descoberta de medicamentos para o SNC (PALMER, 2013).

Inicialmente, o Thp foi conjugado ao FITC e a eficiéncia da conjugacdo foi avaliada por
espectrometria de massas. O FITC é o marcador fluorescente mais comumente usado para conjugar
proteinas ou peptideos via grupamento terminal amina. O grupamento isotiocianato do FITC reage
com grupos de proteinas com terminal amino ou aminas primarias. Podemos observar na Figura 20A
o espectro de massas referente a analise do Thp (1.514,8 Da) antes do acoplamento detectado pela
presenca dos fons multiplos carregados (massa relativa): 759 [M + 2H]*, 506 [M + 3H]**, 380 [M +
4H]* Apds o acoplamento do Tnp ao FITC (389,38 Da) e subtragdo de 1 hidrogénio, a massa esperada
é de 1.902,8 detectado pela presenca de ions multiplos carregados (massa relativa): 636 [M + 3H]*",
477 [M + 4H]* (Fig. 20B). Uma vez confirmado o acoplamento do Tnp-FITC, injetamos 6 mg/Kg em
um volume final de 100 pL s.c. em animais WT controle e induzidos a EAE no 122 dia da doenga e
monitoramos a fluorescéncia no baco e principalmente no cérebro e no corddo espinhal apds 2 h da
injecdo. Animais controle e induzidos a EAE injetados com FITC sozinho foram utilizados como

controle.

Como mostrado na Figura 21, podemos observar que animais controle ou com EAE injetados
com 1 mg/Kg de FITC sozinho (quadrante menor a direita) apresentam auséncia ou baixa
fluorescéncia no tecido esplénico, indicativo da pouquissima perfusdo e alcance de FITC no bago, um

importante 6rgdo linfoide secundario, responsavel pelo desencadeamento e/ou pelo controle da
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resposta imune adaptativa. Na foto maior a esquerda, observamos que tanto animais controle ou
com EAE injetados com o Thp-FITC apresentaram fluorescéncia no tecido esplénico, indicativo da
recirculagdo do Tnp. Nos animais controle injetados com o Tnp-FITC (superior esquerda) observamos
uma difusdo do Tnp pelo intersticio do 6rgdo principalmente na regido subcapsular, e ao contrario,
nos animais EAE observamos a presenca do Thp principalmente nos centros germinativos dos
foliculos linfoides, local onde as células B apés ativacdo diferenciam-se em células plasmaticas

produtoras de anticorpos de alta afinidade.

Na Figura 22, observamos que os cérebros de animais controle injetados com 1 mg/Kg de
FITC sozinho (superior a direita) também ndo apresentaram fluorescéncia no tecido, indicativo da
incapacidade de passagem de FITC (389 Da) pela BHE intacta (impermeavel a compostos nao
lipofilicos e com peso molecular superior a 450 Da). J& em animais induzidos a EAE injetados com o
FITC (inferior a direita), os quais apresentam a BHE rompida pela doenga, ou mesmo nos animais
controle injetados com o Tnp-FITC (superior a esquerda) uma quantidade elevada de fluorescéncia
foi evidenciada predominantemente na regido da substancia branca. Diferentemente, no cérebro dos
animais induzidos a EAE injetados com o Tnp-FITC (inferior a esquerda) observamos grande
intensidade de fluorescéncia principalmente na regido periventricular, indicando a passagem do Tnp
para a regido cinzenta do cérebro rica em oligodendrdcitos produtores de mielina (LEE, 2012;

RUDICK; TRAPP, 2009).

No cordao espinhal (Fig. 23), também observamos nos animais induzidos a EAE injetados
com o Tnp-FITC (inferior a esquerda) uma grande intensidade de fluorescéncia principalmente na
regido cinzenta perivascular, indicativo da passagem do Tnp para a regido do cord3do espinhal com

degeneragdo de oligodendrdcitos mediada pela neuroinflamacgao.
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Figura 20. Identificagdo do acoplamento do Tnp ao FITC por espectrometria de massas
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O peptideo Tnp foi incubado com FITC durante 1 h a temperatura ambiente no escuro e purificado em
coluna Sep-pack. A efetividade do acoplamento foi confirmada pela analise das massas por
espectrometria LCMS (Thermo) madulo positivo. A) Espectro de massas referente ao Tnp (1.514,8 Da)
antes do acoplamento com o FITC, detectado pela presenca de ions multiplos carregados (massa
relativa): 759 [M+2]%, 506 [M+3]3*, 380 [M+4]**. B) Espectro de massas referente ao Tnp apds o
acoplamento com o FITC (1.902,8 Da), detectado pela presenca dos ions multiplos carregados (massa
relativa): 636 [M + 3H]?*, 477[M + 4H]*.
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Figura 21. O Tnp-FITC é difundido e chega ao centro germinativo dos foliculos linfoides do bago de

animais induzidos a EAE
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Os bacgos de fémeas C57BL/6 WT foram coletados no 122 dia da imunizacdo apds 2 h da injecao s.c.
de 100 pL de Tnp-FITC a 6 mg/Kg e foram cortados, processados e avaliados em microscopia de
fluorescéncia em objetiva de 10x. Os asteriscos indicam a regido da polpa vermelha do baco. O
foliculo linfoide esta circulado com linhas pontilhadas. Bacos de animais controle ou com EAE
injetados com 1 mg/Kg de FITC sozinho também foram analisados e verificou-se auséncia ou baixa
fluorescéncia no tecido esplénico, indicativo da baixa ou nenhuma perfusdo de FITC.
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Figura 22. O Tnp-FITC consegue ultrapassar a BHE e chegar a substancia cinzenta do cérebro de

animais induzidos a EAE
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Os cérebros de fémeas C57BL/6 WT foram coletados no 122 dia da imunizacdo apds 2 h da injecao s.c.
de 100 pL de Tnp-FITC a 6 mg/Kg e foram cortados, processados e avaliados em microscopia de
fluorescéncia em objetiva de 10x. Cérebros de animais controle injetados com 1 mg/Kg de FITC
sozinho também foram analisados e ndo apresentaram fluorescéncia, indicativo da incapacidade de
passagem de FITC (389 Da) pela BHE intacta.
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Figura 23. O Tnp-FITC consegue ultrapassar a BHE e chegar a substancia cinzenta do corddo espinhal

de animais induzidos a EAE
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Os corddes espinhais de fémeas C57BL/6 WT foram coletados no 122 dia da imunizacdo apds 2 h da
injecdo s.c. de 100 pL de Tnp-FITC a 6 mg/Kg e foram cortados, processados e avaliados em
microscopia de fluorescéncia em objetiva de 10x. Corddes de animais controle injetados com 1 mg/Kg
de FITC sozinho também foram analisados e apresentaram baixos niveis de fluorescéncia, indicativo
da incapacidade de passagem de FITC (389 Da) pela BHE intacta.
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6 DISCUSSAO

A encefalomielite autoimune experimental induzida em fémeas C57BL/6 (H-Zb) pela
imunizacdo com o peptideo correspondente ao epitopo imunodominante da mielina (MOG3s.55) €
caracterizada por um curso clinico crénico-progressivo com inflamacgao e desmielinizagdo persistente
do SNC. Optamos por utilizar este modelo por ser recomendado em medicina translacional sendo a
primeira etapa para o teste de componentes terapéuticos para o tratamento da EM, permitindo
intervengdes profilaticas e terapéuticas (MENDEL et al., 1995; ZHANG et al., 1997). Este modelo
difere de outros modelos como: MOG;.;,5 em camundongos C57BL/6 o qual é recomendado para a
avaliacdo preferencial de células B, ou 0 PLP39.45; €m animais SIL (H-2°) que mesmo mimetizando
melhor os pacientes com EM por apresentarem surtos e remissdo € indicado apenas para

tratamentos durante a fase efetora.

Os resultados descritos aqui indicam que o Thp, um peptideo ciclico derivado do veneno de
Thalassophryne nattereri, com propriedades antiinflamatérias apresenta um elevado potencial
terapéutico por ser capaz de prevenir e recuperar os sinais clinicos da EAE. Os resultados obtidos
com os diferentes esquemas de tratamento com o Tnp (profildtico, terapéutico e continuo)
confirmam a sua eficiéncia no controle da sintomatologia, decorrente dos efeitos localizados de
linfécitos T auto-reativos e macréfagos que cruzaram a BHE oriundos dos 6rgdos linféides, uma vez
que todos adiaram o inicio do aparecimento dos sintomas mais graves (de 17 para 21, 19 e 21,
respectivamente) e diminuiram a média de intensidade dos sintomas em 40%. Observamos que o
tratamento profilatico induziu os melhores resultados de reducado da sintomatologia (média de 2,1
para 1,2) e que a melhora observada nos animais tratados continuamente com o Tnp resulta da agdo
profilatica do tratamento entre os dias 0 a 9, sem ser o resultado de um efeito somatdrio. Este é um
dado bastante promissor e refor¢a a importancia de interveng¢des farmacoldgicas na fase inicial da
doenga para o controle de seu curso e implica que a agao do Thp durante a fase aguda da doenga é

decisiva para a supressao da migragao de células T encefalitogéncias para o SNC.

Ademais, além da demonstrada eficiéncia do Tnp aplicado terapeuticamente na prevengao e
na recuperacdo dos sinais clinicos na EAE ser dependente de IL-10, demonstramos que o uso do Tnp
de forma profilatica induz o controle da neuroinflamacdo por mecanismos dependentes de IL-10,
porém, o uso continuado do Tnp mantém inibida a neuroinflamacdo independente desta citocina.
Isto mostra que a aplicacdo continuada do Thp gera um efeito protetor sem contudo induzir
imunossupressao. Uma vantagem para o Tnp, pois a imunossupressdo juntamente com a
cardiotoxicidade é um dos efeitos colaterais dos medicamentos bioldgicos em uso para a esclerose

multipla. A imunossupressdo gera em alguns pacientes uma maior susceptibilidade para o
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desenvolvimento de infecgbes oportunisticas virais, como a leucoencefalopatia multifocal

progressiva.

Bettelli e colaboradores (1998) fez as primeiras observagdes da importancia de citocinas
reguladoras no controle do desenvolvimento da EAE. Este grupo demonstrou que fémeas C57BL/6 IL-
10 KO imunizadas ativamente com MOG;s.s5 desenvolvem uma doenca crénica e persistente sem
evidencias de remissdo. Na auséncia de IL-10, relativamente mais linfocitos T auto-reativos se ativam

e proliferaram em resposta ao MOGss_ss com elevada produgdo de TNF-o. e IFN-y.

Estes autores demonstraram a importancia de IL-10 na limitagdo da gravidade, persisténcia
dos sintomas e progressao da doenca. A IL-10 é descrita como importante na inibi¢cdo da producado e
na a¢ao de citocinas proinflamatérias incluindo a IL-1, IL-6, IL-12, GM-CSF, M-CSF, IFN-y, TNF-a, MIP-
1la, MIP-1B e MIP-2 pelas células da microglia residentes e pelos macrdéfagos infiltrantes no SNC, os
quais causam desmielinizacdo e degeneracdo axonal (D’ANDREA et al., 1993; DE WAAL MALEFYT et
al,, 1991; MOORE et al.,, 1993). Além do mais, altos niveis de IL.-10 mRNA e da proteina sdo
relacionados a remissdao da doenca em modelos animais e em pacientes humanos tratados com IFN-3

(KENNEDY et al., 1992; STUVE et al., 2002).

A completa inibicdo do estado de ativacdo das cDC induzida pelo Thp é totalmente
dependente de IL-10 (MHC de classe Il, CD40 e CD80) e a inducdo de moléculas inibitdrias nas pDC
depende parcialmente desta citocina, sugerindo que durante a fase aguda ou de inducdo da EAE a
transi¢do induzida pelo Thp de DC do estado imunogénico para o tolerogénico depende, porém nao
unicamente da ac¢do de IL-10, podendo ser mediada por outras moléculas como TGF-B, VEGF e
fatores sollveis como o acido retindico, glicocorticoides, IL-35 e vitamina D, que induz a polarizacdo
das DC para um perfil tolerogénico (MOSER et al., 1995; PENNA; ADORINI, 2000; STEINMAN et al.,
2003; WADA et al., 2009).

A apresentag¢do antigénica é essencial para o desencadeamento da EAE (GERMAIN, 1994) e o
aumento da expressdo de MHC de classe Il ocorre em diversas doencas autoimunes (GREENWOOD et
al., 2006). Neste sentido, moléculas de MHC de classe Il sdo um alvo atraente para o controle de
doengas autoimunes. O bloqueio da apresentagao de antigenos pela administragdo de anticorpos
especificos para MHC de classe Il concomitante com o neuroantigeno durante a fase cognitiva
(STEINMAN et al., 1981) ou o uso de peptideos que se ligam ao MHC de classe Il nas APC com alta
afinidade (ADORINI; NAGY, 1990; LAMONT et al., 1990; WRAITH et al., 1989) foram demonstrados

serem capazes de suprimir a EAE.

Esta modulagdo imune, caracterizada pela supressdo da apresentacdo antigénica e moléculas

coestimuladoras tem sido observada na literatura durante o tratamento com as estatinas,
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sinvastatina e com a atorvastatina, compostos extensivamente testados no modelo de EAE
(GREENWOOD et al., 2006; KWAK et al., 2000; YOUSSEF, et al., 2002). Neste contexto, o Tnp
apresenta um grande potencial farmacolégico, uma vez que os efeitos do tratamento profilatico sdo
observados na fase de cognicdo da resposta com a supressdo da capacidade de apresentacdo de

antigenos e consequente da estimulagao dos linfécitos autoimunes por moléculas coestimuladoras.

A supressdo de células da microglia e de macréfagos ativados no SNC, os quais sdo
considerados as principais células efetoras envolvidas no processo de desmieliniza¢do pela liberacdo
de diversos mediadores inflamatérios, tém sido associada a prevencao e melhoria dos sintomas na
EAE (HUITINGA et al., 1993; MIYAMOTO et al., 2006). Mostramos que o Tnp inibe o transito para o
SNC de macréfagos no pico da doenca de maneira dependente de IL-10 (no regime profilatico). A
producdo de IL-10 induzida pelo Tnp pode regular negativamente a expressdo de moléculas de
adesdo e quimiocinas (ROMANO et al., 2000; WEITZ-SCHMIDT et al., 2001), mas também regular a
diminuicdo da atividade de MMP (Fig. 14), as quais facilitam a ruptura da membrana basal endotelial

e da matriz extracelular pelos leucécitos (BELLOSTA et al., 1998).

Ainda, nossos resultados revelam que o tratamento com o Thp é capaz de minimizar a
populagdo de células da microglia por mecanismos dependentes e também independentes de IL-10,
gue pode estar associado primeiramente a um estado refratdrio deste tipo celular aos efeitos de IL-
10 pela menor expressao dos receptores desta citocina (receptores IL-10R1 e IL-10R2) e em segundo
lugar, ao préprio efeito direto do Tnp nestas células, impedindo sua ativagdo. A natureza do Tnp
como um inibidor de serino-protease ajuda a melhor compreensdo da modula¢do direta sobre a
micréglia, uma vez que é descrito que os inibidores de proteases BBI sdo capazes de alterar a via NF-
kB, iINOS/NO e COX2 (DIA et al., 2008), importantes para a funcdo efetora de macréfagos. Resta
ainda investigarmos se o Tnp bloqueia a liberagdao de ROS, NO e citocinas inflamatdrias como IL-1p,

IL-6 e TNF-a destes subtipos celulares.

Também é atribuido ao dominio tipo kunitz do inibidor de protease do anciléstomo
Ancylostoma ceylanicum (AceKI-1) a capacidade de bloquear a integrina CD11b/CD18 expressa em
neutréfilos e inibir a sua migracdo (MILSTONI et al.,, 2000). Dados na literatura mostram que a
protecdo da EAE mediada por BBIs é completamente abolida em animais deficientes de IL-10,
destacando o essencial papel desta citocina na supressdao mediada por inibidores de proteases.

pos

Recentemente, evidenciou-se que as linfocitos T CD4"”, mas ndo outras células (incluindo as APC),
sdo a principal fonte de IL-10, induzida pelo tratamento com o BBI, mas ainda falta investigar se o BBI
induz a producdo de IL-10 pelas linfécitos T CD4°* por acdo direta, ou indiretamente por agir em APC

(DAl et al., 2012).
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Assim, entendemos que de maneira dependente do dominio tipo Kunitz, o Tnp pode agir
diretamente nas células do SNC impedindo sua ativacdo e ainda impedir o transito de linfécitos T,
pela inibicdo da expressdao de CD18. Entendemos que o efeito do Tnp se manifesta distintamente
(dependente, parcial ou independente de IL-10) de acordo com a fase da doenga na qual o
tratamento é aplicado. Dependente de IL-10, o Tnp age na fase indutora limitando a ativa¢do de cDC
e a consequente interagdo cognitiva entre linfécitos T, e de maneira parcial ou independente quando
a doenca ja estd instalada. Nesta fase o Thp pode agir via sua funcdo inibidora de protease
dependente do dominio Kunitz, semelhante a outros inibidores que apresentam este dominio como

a Bikunina e o TFPI (SHIGETOMI et al., 2010).

O tratamento com o Thp ndo apenas suprime o CD18 independente da citocina IL-10 no
corddo espinhal, minimizando a chegada das células TCD4"* no SNC no pico da doenca, mas também
diminui a expressdo da molécula coestimuladora CD40L (dependente no cérebro e independente no
corddo) e da molécula ativadora CD69 no corddo (dependente de IL-10), tornando os linfocitos T
menos auto-reativos no SNC. Dependente da citocina IL-10, o Thp impede o influxo de linfécitos Th17
produtores de IL-17A para o SNC. O papel da IL-10 na supressao de CD69 tem sido demonstrado em
experimentos in vitro onde a neutralizacdo desta citocina com anticorpos especificos resulta no

aumento da expressdao de CD69 em células T (CRISPIN et al., 1998).

A supressdo das células Thl mediada pelo Thp se da independente da citocina IL-10,
enquanto a supressao das células Th17 no tratamento profildtico necessita da IL-10. O mecanismo
pelo qual isto ocorre talvez possa estar associado a capacidade do Tnp em suprimir a apresentagao
antigénica, principalmente da molécula CD80 envolvida na ativacdo de células Thl. Outra forma de
inibir células Thl e Th17 seria a indugdo de desvio imune para Th2 com a sintese de IL-4 (MATHISEN
et al.,, 1997, RACKE et al., 1994). Nossos resultados mostram que o Thp também promove a
diferenciagao concomitante de linfécitos Th2, sugerindo o desvio imune como um dos mecanismos
supressivos induzido pelo Thp. Além disso, a supressdao de clones Th1l7 por peptideos sintéticos
também pode ocorrer pela agdo em moléculas de sinalizagao intracelular, uma vez que o peptideo

ORLL-NIHO01 consegue se ligar ao STAT3 e inibir o fator de transcrigdo RORyt (YU et al., 2012).

O acetato de Glatiramer, medicamento de uso regular para a esclerose multipla, previne
doengas autoimunes por estimular células Treg pelo bloqueio da molécula coestimuladora CD40L
(KASPER et al., 2007). Nossos resultados mostram que o Tnp também é capaz de aumentar a
populagdo de células T reguladoras no SNC dos animais induzidos a EAE além do seu aumento no
baco. Embora o Tnp induza a geracao de pDC (parcialmente dependente de IL-10) e de células Treg
de maneira dependente de IL-10, a geragdo das pDC ocorre preferencialmente quando o Thp é

aplicado durante a fase de inducdo da doenca, enquanto a gerac¢do das Treg ocorre também quando
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ele é aplicado durante a fase efetora, sugerindo mais uma vez que mesmo com a doenga em curso a
aplicacdo terapéutica do Tnp induz a geracdo de linfécitos T reguladores produtores de IL-10, util no

controle da inflamagdo do SNC.

E mais, o tratamento terapéutico com o Tnp que diminuiu a infiltracdo de linfécitos Thl
ativados e induziu Treg no SNC, ndo é capaz de diminuir o infiltrado de linfécitos Th17 no cérebro ou
no cordado espinhal. IL-1 e IL-6 sdo essenciais na diferenciacdo e no crescimento de linfécitos Thl7 e a
neutralizagdo destas citocinas pode retardar a diferenciacdo de Th17 in vivo em modelo de EAE e ao
mesmo tempo promover a diferenciacdo de linfocitos CD4 com perfil regulatério (SERADA et al.,
2008). Este resultado realga a existéncia de uma correlagdo entre os subtipos de linfocitos Thl7 e
Treg (BASU et al., 2013; LEE et al., 2009), confirmando o alto grau de complexidade na determinacdo
de exclusividade na diferenciacdo dos subtipos de linfécitos Th que muito provavelmente esta

associado a processos patoldgicos cronicos e inflamatorios.

O termo T regulador é usado de forma muito ampla para descrever diferentes tipos de
células T com funcdo supressora. Entre estas varias classes de células, uma pequena populagdo (5-
10%) de linfécitos T CD4°* que expressam constitutivamente a cadeia a do receptor de alta afinidade
de IL-2, CD25, tém sido identificadas em murinos e humanos (BAECHER-ALLAN et al., 2001; LEVINGS
et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 1995). Estas células expressam um fator de transcri¢cdo especifico, o
Foxp3, que tem sido associada ao seu desenvolvimento e fun¢do supressora (FONTENOT; RUDENSKY,
2005). Estas células parecem suprimir uma variedade de reagdes, incluindo respostas de células T e
B, assim como respostas cronicas (JONULEIT et al., 2002; SERRA et al., 2003). A maioria das Treg
(CD4P>* CD25°* Foxp3P**)desenvolvem-se no timo em resposta a autoantigenos, no entanto, células
com fendtipo semelhante também podem surgir na periferia (CHEN et al., 2003; JORDAN et al,,

2001).

Os mecanismos de a¢do das Treg naturais ou induzidas ndo sao completamente entendidos,
mas envolvem dependente ou ndo de contato celular a secregdo de citocinas inibidoras como IL-10,
IL-35 e TGF-B; citdlise dependente de granzimas A e B e perforina; expressdo de moleculas
imunossupressoras como o CTLA-4; sequestro de citocinas essenciais para o crescimento celular
como IL-2; geracdo de AMP ciclico (potente imunossupressor); inibicdo da ativacdo de DC pela
interacdo CTLA-4 e LAG3 com as moléculas CD80/86 e MHC de classe Il, respectivamente (DARIO et
al., 2008). Por causa das capacidades imunossupressoras das células Treg, estas tornaram candidatos
atrativos para imunoterapia. Atualmente, existem numerosos estudos em modelos animais

demonstrando seu potencial no controle de doencgas autoimunes (MASTELLER et al., 2006).
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Células B reguladoras (Breg) também desempenham um papel fundamental no controle da
autoimunidade (CARTER et al., 2011). Embora os mecanismos de diferenciacdo das Breg ainda ndo
sejam bem elucidados, a IL-10 contribui para a manutencdo desta populagdo celular, uma vez que as
Breg expressam os receptores IL-10R1 e IL-10R2. Os mecanismos supressivos das Breg incluem além
da secrecdo de citocinas imunorregulatorias a geragdo/manutencgdo de células Treg via ligante GITR
(RAY et al., 2012). Relatamos que as Breg sé foram geradas durante o tratamento profilatico com o
Tnp de maneira dependente de IL-10 nos tecidos linfoides periféricos, mas ndo no érgao alvo da EAE,
isto é, apenas durante a fase de inducdo da EAE. Este é um dado bastante interessante, uma vez que
ha indicios na literatura mostrando que as Breg sdao importantes para controlar a EAE no inicio da
doenca, enquanto durante a progressdo da doenca o papel das células B estd mais relacionado a
patogenicidade por ativar os linfocitos T CD4"* e facilitar a entrada destas no SNC (MATSUSHITA et
al., 2008, MATSUSHITA et al., 2010).

Finalmente, nossos resultados mostraram que o Thp conseguiu ultrapassar a BHE do SNC e
alcancou a regido cinzenta do cérebro e do corddo espinhal rica em oligodendrécitos produtores de
mielina e provavel nicho de degeneracdo mediada pela neuroinflamacao (LEE, 2012; RUDICK; TRAPP,
2009). Nossos dados em conjunto esclarecem os provaveis mecanismos de acdo do Tnp que pode
agir de maneira dependente ou independente da citocina supressora IL-10, pode modular
diferentemente diversas moléculas em distintos subtipos celulares de acordo com o regime de
aplicacdo, e pode agir sistémica ou localmente resultando na atenuagdo da neuroinflamacdo e na
prevencdo da desmielinizagdo. Podemos sugerir com base nos nossos resultados que o Thp agindo de
forma sistémica ou localizada modula diretamente células imunes envolvidas na neuroinflamagao
como também pode alcangar células ndao imunes residentes do SNC, gerando efeitos secunddrios na
sobrevivéncia de oligodendrdécitos ou na melhoria de apoio metabdlico oligodendroglial de neurdnios

(BANKSTON et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, podemos dizer que este estudo permitiu um maior esclarecimento do efeito
imunomodulador do Thp, um peptideo inédito derivado do veneno de Thalassophryne nattereri na
EAE. O Tnp beneficamente interfere no circuito imunoldgico em varios estdgios por mecanismos
parcialmente dependentes de IL-10: 1) suprime o estado de ativagdo das cDC e propicia a emergéncia
de pDC e de células reguladoras durante a fase de indugdo da EAE; 2) bloqueia o transito e a
infiltracdo de leucdcitos para o SNC pela supressao da atividade da MMP-9 e da expressdao de CD18;
3) bloqueia a reativacdo e a permanéncia de linfocitos Thl ou Th17 patogénicos no SNC; 4) impede a
expansdo de células da microglia e o infiltrado de macréfagos no SNC; 5) e ainda favorece o aumento
localizado de células T reguladoras. O uso do Tnp durante ou entre as crises, ou continuamente gera
efeitos sistémicos ou localizados que resultam na atenuacdo da neuroinflamacdo e na prevencao da
desmielinizacdo, refletindo assim no adiamento do pico de aparecimento dos sintomas graves e na
melhoria dos sinais clinicos da EAE (Fig. 24). Em conclusdo podemos dizer que o Thp possui as
caracteristicas importantes para o desenvolvimento de uma droga efetiva no controle da

neuroinflamacdo, como a esclerose multipla.
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Figura 24. Modelo sugerido da acdo do Tnp no controle da EAE
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As células T sdo inicialmente ativadas nos orgados linfoides secundarios pela apresentacdo de
peptideos da mielina APC (esquerda); as células T e posteriormente os macrofagos alcancam a
circulacdo e ganham acesso ao SNC através da BHE (meio). No SNC, as células T sdo reativadas e
medeiam toda uma cascata inflamatdria que resultara na desmielinizacdo (direita). O Tnp
beneficamente interfere neste circuito imunoldgico em varios estagios por mecanismos parcialmente
dependentes de IL-10: 1) suprime o estado de ativacdo das cDC e propicia a emergéncia de pDC e de
células reguladoras durante a fase de inducdo da EAE; 2) bloqueia o transito e a infiltracdo de
leucdcitos para o SNC pela supressao da atividade da MMP-9 e da expressao de CD18; 3) bloqueia a
reativacdo e a permanéncia de linfocitos Thl ou Th17 patogénicos no SNC; 4) impede a expansao de
células da microglia e o infiltrado de macrofagos no SNC; 5) e ainda favorece o aumento localizado de
células T reguladoras. O uso do Tnp durante ou entre as crises, ou continuamente gera efeitos
sistémicos ou localizados que resultam na atenuacdo da neuroinflamacdo e na prevencado da
desmielinizacdo, refletindo assim no adiamento do pico de aparecimento dos sintomas graves e na
melhoria dos sinais clinicos da EAE.
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