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RESUMO 

KOMEGAE, E. N. Efeito imunomodulatório do Tnp, um peptídeo isolado do veneno de 
Thalassophryne nattereri na encefalomielite autoimune experimental. 2013. 86 f. Tese (Doutorado 
em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Diante da ausência de tratamentos eficazes para a esclerose múltipla (EM) e sabendo que peptídeos 
derivados de venenos animais têm sido usados como protótipos farmacológicos para o 
desenvolvimento de novas drogas avaliamos o efeito do Tnp, um peptídeo cíclico inédito e com 
potencial antiinflamatório derivado do veneno do peixe peçonhento Thalassophryne nattereri, na 
encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo representativo da EM. Avaliamos 
também a participação da citocina IL-10 na modulação dos efeitos do Tnp. Para isto, induzimos a EAE 
ativamente em camundongos C57BL/6 fêmeas WT ou IL-10 KO pela imunização com o MOG35-55, um 
peptídeo imunodominante da mielina. Demonstramos que a aplicação subcutânea do Tnp (3 mg/Kg) 
em vários esquemas de tratamento: profilático (0-9 dias), terapêutico (10-19 dias) ou contínuo (0-19 
dias) consegue diminuir a intensidade dos sintomas clínicos 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 
imunológico da EAE em vários estágios: 1) suprime o estado de ativação das células dendrítica 
convencionais (cDC) e propicia a emergência de DC plasmocitóides durante a fase de indução da EAE; 
2) bloqueia o trânsito e a infiltração de leucócitos para o SNC pela inibição de integrinas e MMP; 3) 
bloqueia a reativação e a permanência de clones Th1 e Th17 patogênicos no SNC; 4) impede a 
expansão de células da microglia e o infiltrado de macrófagos no SNC; 5) favorece o aumento de 
células reguladoras (Treg e Breg) e ainda 6) difunde-se sistemicamente e ultrapassa a BHE e alcançar 
o órgão alvo. O resultado dos efeitos conjuntos do Tnp é a atenuação da neuroinflamação e a 
prevenção da desmielinização, refletindo assim na melhoria dos sinais clínicos na EAE. Em conclusão, 
o tratamento com o Tnp, não apenas apresenta efeitos supressores no curso da EAE, mas também 
apresenta propriedades preventivas, uma vez que tal composto atrasa significativamente o início da 
doença. 

Apoio: FAPESP e CNPq. 
 
Palavras-chave: EAE. Doença Autoimune. Tnp. Peptídeos Cíclicos. Veneno de Thalassophryne 
nattereri. Imunomodulação. 
 



 

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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 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 MOG35-55 peptide, we found that prophylactic (0-9 days), 
therapeutic (10-19 days) or continuous (0-19 days) s.c. injections of Tnp (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 Th1 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) Tnp 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. 
 



 

 INTRODUÇÃO 

A Esclerose Múltipla (EM) é umas das doenças mais comuns do sistema nervoso central (SNC) 

caracterizada por desmielinização e disfunção neurológica progressiva (RUNIA et al., 2012). A EM 

têm sido cada vez mais estudada, tanto na pesquisa básica como na clínica por ser uma doença 

debilitante, altamente complexa e pela elevada incidência. Atualmente, de acordo com a Federação 

Internacional de Esclerose Múltipla estima-se 2.1 milhões de pessoas com esclerose múltipla no 

mundo (http://www.msif.org/pt/). No Brasil, sua taxa de prevalência é de aproximadamente 10 

casos para cada 100.000 habitantes de acordo com o Ministério da Saúde 

(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 importância do 

sistema imune na patogênese da doença, influenciada por ambos os fatores genéticos e ambientais 

(MCELROY; OKSENBERG, 2008). Estudos genéticos e familiares revelam que os alelos HLA-DR1501 e 

HLA-DQ0601 estão 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 prevalência em algumas etnias 

(particularmente em pessoas do Norte Europeu) (CORADDU, 1998). No entanto, a associação entre 

as recaídas e infecções virais apoia fortemente o papel de fatores ambientais no desenvolvimento da 

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

A doença geralmente começa na idade adulta e afeta principalmente as mulheres. Afeta 

usualmente adultos na faixa de 18 a 55 anos, mas casos fora destes limites têm ocorrido. Os sinais 

clínicos variam muito e apesar de cada indivíduo apresentar uma combinação diferente de sintomas 

que incluem ataxia, perda da coordenação motora, hiperreflexia, fadiga, dificuldades cognitivas e de 

visão, há certos padrões distintos de sintomas que permitem classificações durante a evolução da 

doença. O diagnóstico é baseado nos Critérios revisados por McDonald (POLMAN et al., 2005), sendo 

o diagnóstico diferencial bastante amplo e complexo. Estes critérios são os adotados pela 

comunidade científica mundial para o diagnóstico de esclerose múltipla e a ressonância magnética 

(RM) do encéfalo demonstrará lesões características de desmielinização (apenas 1 ou 2 lesões 

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 doenças de apresentação 

semelhante à EM. Deficiência de vitamina B12, neurolues ou infecção pelo HIV (o vírus HIV pode 

causar uma encefalopatia com imagens à RM semelhantes às que ocorrem na EM) apresentam 

quadros radiológicos semelhantes aos de EM, em alguns casos. 

De acordo com o Ministério da Saúde, no Brasil há quatro formas de evolução clínica na 

esclerose múltipla: remitente-recorrente (EM-RR) caracterizada por períodos claramente definidos 

http://www.msif.org/pt/


 

de comprometimento das função neurológica (surtos), seguida por períodos de recuperação parcial 

ou completa (remissões), 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 início de sua apresentação. A forma EM-SP é uma evolução 

natural da forma EM-RR em 50% dos casos após 10 anos do diagnóstico (em casos sem tratamento – 

história 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 1 - Representação esquemática da evolução clínica da EM.  

 

 

 
 
A escala clínica da EM é indicada pela linha vermelha. A frequência de eventos inflamatórios é indicada pelas 
setas azuis; o dano tecidual pela linha azul e atrofia cerebral pela linha verde. Alterações patológicas podem ser 
observadas na foto à esquerda, onde há uma intensa inflamação perivascular de células mononucleares. À 
direita, observamos áreas de desmielinização (em azul e branco) e perda de mielina nas conexões axonais (em 
verde). Por Imagem de ressonância magnética: Em T1-Gad (contraste), as lesões brancas indicam áreas de 
inflamação recente e ruptura da barreira hemato-encefálica (BHE). Em T2 observamos em branco os 
ventrículos cheio de fluídos cérebro espinhal e lesões no parênquima cerebral. Em T1w observamos uma 
atrofia cerebral, com ventrículos laterais largos e sulcos corticais.  
Fonte: Adaptado de Sospedra e Martin (2005). 

 



 

O papel do sistema imunológico na patogênese da EM foi proposto desde as observações 

iniciais de desmielinização aguda em humanos após a imunização acidental com componentes da 

mielina (por exemplo, após a vacinação contra o vírus da raiva que eram cultivados sobre 

oligodendrócitos) (REMLINGER, 1928) os quais apresentavam paralisias semelhantes à EM e desde 

então, vários grupos têm demonstrado e comprovado a importância 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 

linfócitos T CD8 positivos, restritos à molécula MHC de classe I que reconhecem diversos epítopos de 

mielina, presentes na circulação e no fluido cérebro-espinhal. Observa-se também infiltrado de 

macrófagos da circulação e infiltração tardia de linfócitos T CD4 positivos e linfócitos B produtores de 

anticorpos com formação de centro germinativo na região submeningeal. Ainda ocorre a formação 

de agregados de células inflamatórias semelhantes a folículos linfoides nas meninges e no espaço 

perivascular. 

O modelo animal de EM denominado encefalomielite autoimune experimental (EAE) foi 

estabelecido há 80 anos por Rivers e colaboradores (RIVERS et al., 1933). Devido à inacessibilidade 

do SNC dos pacientes e a similaridade do modelo quanto à patogênese de autoimunidade, 

inflamação do SNC, desmielinização e sintomas (BAXTER, 2007; SOSPEDRA; MARTIN, 2005), 

atualmente o modelo de EAE é responsável por cerca de 9.300 trabalhos publicados no PubMed e 

vem se mostrando importante para o estudo de diversas substâncias antiinflamatórias permitindo a 

translação dos resultados para humanos (ELLOSO et al., 2005; GREENWOOD 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 indução ativa em animais susceptíveis pela 

imunização com antígenos derivados da mielina adsorvidos em adjuvante é a forma mais comum, 

entretanto a indução passiva pela transferência adotiva de linfócitos T CD4pos reativas à mielina 

também vem sendo amplamente utilizada (BAXTER, 2007). 

Na EAE induzida ativamente, após a quebra da tolerância imune, o ataque do SNC por células 

imunes pode ser dividido em 2 fases: a Fase indutora, que ocorre nos órgãos linfoides secundários 

(entre os dias 0 a 9), onde as células apresentadoras de antígenos (APC) em pleno estado de 

maturação (expressão elevada das moléculas de MHC de classe II, CD40, CD80 e CD86) levam os 

epítopos de mielina e ativam os linfócitos T CD4pos, que sofrem expansão clonal e diferenciação em 

clones Th1 produtores de IFN- (KUCHROO et al., 2002) e clones Th17 secretores de IL-17A, IL-17F e 

IL-21 (HARRINGTON et al., 2005). A segunda fase da doença denominada Fase efetora (entre os dias 

10 a 19, com pico no 17) se inicia quando os linfócitos T auto-reativos saem dos órgãos linfóides, 

atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) e migram para o parênquima e o espaço perivascular 



 

do SNC, seguido pelo influxo de macrófagos, mecanismos estes dependentes de moléculas de adesão 

(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 linfócitos T são reativados por células residentes (astrócitos e microglia) e 

por células dendríticas (DC) e macrófagos infiltrantes, amplificando a liberação de mediadores 

inflamatórios como prostaglandinas, radicais livres, intermediários reativos de oxigênio, óxido nítrico, 

MMP e citocinas inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α (BENVENISTE, 1997; DITTEL et al., 2008). Esta 

neuroinflamação, bem como a ativação de células T citotóxicas resulta na perda da mielina e, 

consequentemente, na degeneração axonal e morte neuronal que refletem em paralisia, típica dos 

sintomas da EM. 

No curso da resposta inflamatória da EAE vem sendo descrita a geração de várias proteases 

intracelulares ou extracelulares. As proteases são cruciais para a regulação de mecanismos 

imunológicos, tais como apresentação de antígeno, a migração de células imunitárias e inflamatórias 

e de ativação (PUENTE et al., 2003). A família de proteases é dividida em quatro sub-categorias 

principais baseado na interação do resíduo catalítico das proteases com inibidores específicos: a) 

serino-proteases, b) metaloproteases, c) proteases aspárticas e d) cisteíno-proteases. Neste sentido, 

o uso de inibidores de proteases têm sido promissor na terapêutica da EM (DAI et al., 2012). 

Embora a indução da EM inclua condições para a quebra da tolerância a antígenos próprios, 

o sistema imune lança mão de inúmeros mecanismos para evitar que fenômenos autoimunes 

aconteçam e que resultem em efeitos deletérios para o organismo. Neste sentido, o favorecimento 

da geração e manutenção de algumas células e citocinas se destacam, dentre elas: as DC 

plasmocitóides (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-β, e mais recentemente descrita a 

IL-35. Uma vez que defeitos nestes componentes regulatórios invariavelmente resultam em doenças 

autoimunes e inflamatórias (MAHNKE et al., 2003) na EAE não é diferente, o papel das pDC 

(CD11clowB220posGr-1posPDL-1posPDL-2pos) têm sido relacionado a proteção principalmente durante a 

fase tardia da doença (PENA-CRUZ et al., 2010). A importância das células Treg 

(CD4posCD25posFoxP3pos) na EM tem sido confirmada, uma vez que defeitos neste subtipo celular 

podem ser uma das causas do desenvolvimento da autoimunidade. Ademais, existe uma correlação 

positiva entre a presença de IL-10 produzida por células Treg no SNC e a recuperação da doença 

(MCGEACHY et al., 2005), bem como a expressão de CTLA-4 (SAKAGUCHI et al., 2006). Células Breg 

(CD19posCD5posCD1dpos) produtoras de IL-10, também estão relacionadas ao controle da EAE, uma vez 

que a transferência adotiva destas células atenua a doença. Recentes dados mostram que a depleção 

transiente de células B influencia potencialmente a indução, manutenção e reativação de linfócitos T 



 

CD4pos (LUND; RANDALL, 2010) além de também terem sido relatadas facilitar o recrutamento de 

células Treg para o SNC durante a fase crônica da EAE (MANN et al., 2007), mostrando assim o papel 

duplo que os linfócitos B desempenham na EAE. 

O papel das citocinas como importantes elementos regulatórios nos processos imunes está 

bem estabelecido (ENG et al., 1996). A IL-10 foi primeiramente descrita como um fator produzido por 

células Th2, com papel na inibição da síntese de citocinas pelas células Th1 (FIORENTINO et al., 1991) 

por interferir na apresentação antigênica mediado pelas APC (DE WAAL MALEFYT et al., 1991). 

Atualmente, sabe-se que a IL-10 é secretada por diversos tipos celulares (Th1, Breg, Treg, DC, 

macrófagos, células endoteliais) e que sua ação também é ampla, uma vez que inúmeras células 

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

A IL-10, portanto é uma das principais citocinas reguladoras e juntamente com o TGF-β e a IL-

35 apresentam papéis essenciais na prevenção e no controle de doenças autoimunes (BETTELLI et al., 

1998; BELKAID; CHEN, 2010; CHEN et al., 2009; COLLISON et al., 2010). As ações supressoras destas 

citocinas têm sido extensivamente estudadas em modelos animais que superexpressam ou que são 

deficientes destas citocinas, e os resultados mostram que a superexpressão de IL-10, por exemplo, é 

protetora no desenvolvimento da EAE, bem como os animais IL-10 Knockout (KO) apresentam uma 

doença exacerbada (BETTELLI et al., 1998; KENNEDY et al., 1992; SAMOILOVA et al., 1998). 

Similarmente, uma menor produção de IL-10 em humanos é relacionada como um fator de risco para 

o desenvolvimento e para a patogênese da EM (VANDENBARK et al., 2001). Sendo assim, a IL-10 tem 

um importante papel na supressão da doença em camundongos e em humanos. 

Ao longo dos últimos anos, vários agentes terapêuticos para o tratamento da EM têm sido 

testados e estudados, mas a gestão da doença ainda permanece complexa e pouco confiável. Quanto 

à falha terapêutica, considera-se esta como sendo dois ou mais surtos num período de 12 meses, de 

caráter moderado ou grave com sequelas ou limitações significantes, pouco responsivos à 

pulsoterapia. 

Com base na natureza inflamatória da doença, a imunossupressão global foi a primeira 

abordagem para a atenuação dos efeitos das células imunes auto-reativas no SNC. Em alguns estudos 

iniciais, o tratamento com a Ciclosporina (um polipeptídio cíclico que contém 11 aminoácidos) 

demonstrou alguns efeitos secundários benéficos na EM. Além disso, a Mitoxantrona - Novantrone 

(pertencente à família das antracenodionas sintéticas) também tem sido utilizada para o tratamento 

das formas mais graves da doença, corroborando assim para o atraso na progressão da incapacidade 

de alguns pacientes com EM (HARTUNG et al., 2002). 



 

O tratamento preconizado pelo Ministério da Saúde no Brasil é apenas para as formas 

recorrentes-remitente e secundariamente progressiva, pois não há evidencias de beneficio para as 

demais. O tratamento inicial deve ser feito com uma das opções dentre o Acetato de glatiramer (de 

7.000 Da, GA) e as drogas recombinantes derivadas do Interferon-  (IFN-β1a e IFN-β1b - Avonex e 

Rebif de 22.000 Da, Betaferon de 18.000 Da) que são igualmente eficazes no controle das recidivas, 

mesmo que apresentem um efeito modesto na redução dos surtos (em torno de 30%) e no retardo 

de deficiências na remissão dos pacientes (JACOBS et al., 1996; JOHNSON et al., 1995). 

Os mecanismos sugeridos para o IFN-β no controle da EM são: limitação do tráfico de células 

T para o SNC, a restauração do balanço Th1-Th2 pela indução da produção de IL-10, e a indução de 

propriedades antivirais (YONG, 2002). Vale ressaltar que a maioria das drogas utilizadas na clínica 

para o tratamento da EM, inclusive os da classe de Interferons- que representa a principal droga, 

requer a participação da citocina IL-10 para mediação do controle da evolução da doença (Ersoy et 

al., 2005). 

Por outro lado, o mecanismo inibitório do GA parece ser causado pela geração de células Th2 

reativas à mielina que atravessam a BHE e suprimem as lesões no SNC pela alteração no padrão de 

citocinas (NEUHAUS et al., 2001). No entanto, nenhum estudo foi capaz de demonstrar um benefício 

significativo na supressão da progressão da doença, pois nem todos os pacientes respondem ao IFN-

β e um número substancial de pacientes que inicialmente respondem acaba apresentando uma 

redução na eficácia do tratamento durante o curso da doença. Isto tem sido atribuído à geração de 

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

Diante destes dados que mostram a baixa eficácia no controle das recidivas da EM modesta 

redução dos surtos (em torno de 30%), fica claro a existência de uma grande oportunidade de 

pesquisas inovadoras nesta área. Neste sentido, novos compostos imunomoduladores que 

melhoram a EAE têm se mostrado uma promessa para o tratamento da EM. As Estatinas e a 

Minociclina que exercem uma variedade de ações imunomoduladoras foram avaliadas em testes pré-

clínicos e clínicos (METZ et al., 2004; VOLLMER et al., 2004). Terapia com células-tronco 

hematopoiéticas para formação de um novo repertório de células T também produziu resultados 

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

A deleção específica de populações celulares distintas, o bloqueio seletivo ou a ativação de 

células e moléculas reguladoras têm também sido de grande interesse para o tratamento da EM. 

Anticorpos monoclonais têm sido amplamente utilizados contra moléculas de superfície de células 

específicas. A depleção de linfócitos T CD4pos mostrou resultados promissores em modelos animais, 

mas não teve nenhum impacto na EM (VAN OOSTEN et al., 1996). Por outro lado, a depleção de 



 

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-α foram testados em ensaios de fase II, mas também não 

mostraram efeito promissor em pacientes com EM (BIELEKOVA et al., 2004). Além disso, vários 

tratamentos têm sido desenvolvidos especificamente para linfócitos T reativos à mielina. Estas 

estratégias incluem a tolerização de células T auto-reativas por administração oral de antígenos de 

mielina ou pela administração de peptídeos da mielina alterados. Apesar dos resultados promissores 

em modelos experimentais, os testes clínicos já em fase III falharam (HOHLFELD; WIENDL, 2001). O 

bloqueio de moléculas de adesão com a utilização de anticorpos contra a integrina β4, a fim de evitar 

que as células imunes atravessem a BHE também mostrou resultados positivos na EAE. Este 

tratamento (anti-VLA-4, Natalizumab) suprime eficazmente a progressão da doença em humanos, 

porém apresenta muitos efeitos colaterais (ADELMAN et al., 2005). O Fingolimod, um composto 

derivado da miriocina (ISP-1) um metabólito do fungo Isaria sinclairii, aprovado pelo FDA em 2010 

para o tratamento da EM surto/remissiva apresenta mecanismos supressivos na migração de células 

imunes via ação em receptores esfingosina-1 fosfato, entretanto em abril de 2012 seu uso foi revisto 

pela elevada incidência de problemas cardíacos e sua indicação ficou restrita a acompanhamento dos 

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

Apesar do número crescente de abordagens terapêuticas disponíveis, fica claro que 

nenhuma das terapias existentes consegue interromper eficazmente a progressão da doença 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 peptídeos isolados 

de venenos animais têm sido cada vez mais usados como ferramentas farmacológicas e como 

protótipos para o desenvolvimento de novas drogas em diferentes modelos experimentais de 

doenças (KALMAN et al., 1998; LEWIS; GARCIA, 2003; SUAREZ-KURTZ et al., 1999) o nosso grupo 

coordenado pela Dra. Mônica Lopes Ferreira e pela Dra. Carla Lima em associação com o Laboratório 

Farmacêutico Cristália identificou e patenteou (INPI0602885-3, EP2046815, US8304382, MX300187) 

um peptídeo inédito com potencial antiinflamatório denominado Tnp, derivado do veneno do peixe 

peçonhento Thalassophryne nattereri. Este peptídeo, compreende uma sequencia de 13 L-

aminoácidos em sua estrutura primária, apresentando uma ponte dissulfeto, formando um peptídeo 

cíclico. O Tnp não possui efeito citotóxico em macrófagos murinos, bem como também não possui 

efeito danoso sobre fibras musculares ou na microcirculação do músculo cremaster de 

camundongos, além de não ser imunogênicos induzindo a produção de anticorpos específicos. O 

peptídeo Tnp apresenta capacidade de inibir a adesão e o rolamento dos leucócitos induzido pelo 



 

agente inflamatório LPS na microcirculacão de camundongos. Adicionalmente à inibição de adesão e 

rolamento dos leucócitos, observa-se após o tratamento com o Tnp a prevenção do recrutamento de 

leucócitos, particularmente neutrófilos e macrófagos, na cavidade peritoneal de camundongos 

injetados com LPS. 

Interessantemente, o Tnp apresenta estrutura semelhante aos inibidores de serino-protease 

tipo Bowman-Birk (BBI) e tipo Kunitz, os quais foram primeiramente identificados em grãos de soja 

(ODANI; IKENAKA, 1973; PARK et al., 2007; QI et al., 2005). A família BBI compreende 71 aminoácidos 

e nove pontes de dissulfeto (KENNEDY et al., 1998; KENNEDY et al., 2005), enquanto a família Kunitz 

compreende 172 resíduos de aminoácidos e 2 pontes de dissulfeto que formam um sítio de ligação à 

protease inibindo-a, isto é, estes inibidores de proteases apresentam um sítio convexo que é 

complementar ao sítio ativo côncavo da protease (ONESTI et al., 1991). Baseado no fato de que 

inúmeras serino-proteases humanas como a elastase, a alfa-quimotripsina, quimase e catepsina-G 

são associadas com a função de células inflamatórias, e que estas proteases são sensíveis a inibição 

pelos inibidores BBI e/ou tipo Kunitz (LARIONOVA et al., 1993; WARE et al., 1997) atribuiu-se 

propriedades antiinflamatórias a estes inibidores. 

A revisão sobre os mecanismos de doenças autoimunes e suas terapias sugere que é mais 

promissor reforçar ativamente os mecanismos fisiológicos imunomodulatórios (induzindo células e 

citocinas regulatórias), do que tentar excluir células auto-reativas de um repertório imune. E ainda 

mostra que é possível descobrir e utilizar novas drogas capazes de interferir no desencadeamento da 

doença autoimune na EM e prevenir o desenvolvimento da cronicidade da doença. Neste sentido, 

propomos o estudo dos principais efeitos imunomodulatórios do uso do peptídeo Tnp no controle 

dos sintomas e no adiamento do pico da doença utilizando um modelo murino de EAE. 

 

 



 

 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, podemos dizer que este estudo permitiu um maior esclarecimento do efeito 

imunomodulador do Tnp, um peptídeo inédito derivado do veneno de Thalassophryne nattereri na 

EAE. O Tnp beneficamente interfere no circuito imunológico em vários estágios por mecanismos 

parcialmente dependentes de IL-10: 1) suprime o estado de ativação das cDC e propicia a emergência 

de pDC e de células reguladoras durante a fase de indução da EAE; 2) bloqueia o trânsito e a 

infiltração de leucócitos para o SNC pela supressão da atividade da MMP-9 e da expressão de CD18; 

3) bloqueia a reativação e a permanência de linfócitos Th1 ou Th17 patogênicos no SNC; 4) impede a 

expansão de células da microglia e o infiltrado de macrófagos 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 sistêmicos ou localizados que resultam na atenuação da neuroinflamação e na prevenção da 

desmielinização, refletindo assim no adiamento do pico de aparecimento dos sintomas graves e na 

melhoria dos sinais clínicos da EAE (Fig. 24). Em conclusão podemos dizer que o Tnp possui as 

características importantes para o desenvolvimento de uma droga efetiva no controle da 

neuroinflamação, como a esclerose múltipla. 
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