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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 S3o 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 protétipos farmacolégicos para o
desenvolvimento de novas drogas avaliamos o efeito do Tnp, um peptideo ciclico inédito e com
potencial antiinflamatério derivado do veneno do peixe peconhento Thalassophryne nattereri, na
encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo representativo da EM. Avaliamos
também a participacdo da citocina IL-10 na modulagdo dos efeitos do Thp. Para isto, induzimos a EAE
ativamente em camundongos C57BL/6 fémeas WT ou IL-10 KO pela imunizacdo com o0 MOG3s5.55, um
peptideo imunodominante da mielina. Demonstramos que a aplicacdo subcutanea do Tnp (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 macrofagos 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 0Orgdo alvo. O resultado dos efeitos conjuntos do Thp é a atenuacdo da neuroinflamacgdo e a
prevencdo da desmielinizacdo, refletindo assim na melhoria dos sinais clinicos na EAE. Em conclusédo,
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
doencga.

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 Thl 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.
Immunomodaulator.



INTRODUGCAO

A Esclerose Mdltipla (EM) é umas das doengas mais comuns do sistema nervoso central (SNC)
caracterizada por desmielinizacdo 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 Federagdo
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 Sadde

(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 combinacdo 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 desmielinizagcdo (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 apresentacdo
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.

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


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

de comprometimento das funcdo neuroldgica (surtos), seguida por periodos de recuperagao 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 evolucao
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).



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 inflamacdo perivascular de células mononucleares. A
direita, observamos areas de desmielinizagdo (em azul e branco) e perda de mielina nas conex&es axonais (em
verde). Por Imagem de ressondncia magnética: Em T1-Gad (contraste), as lesdes brancas indicam areas de
inflamagcdo recente e ruptura da barreira hemato-encefdlica (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).



O papel do sistema imunolégico na patogénese da EM foi proposto desde as observagées
iniciais de desmielinizagdo aguda em humanos apds a imunizacdo acidental com componentes da
mielina (por exemplo, apds a vacinag¢do 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 circulagdo e infiltragdo tardia de linfécitos T CD4 positivos e linfdcitos B produtores de
anticorpos com formagdo de centro germinativo na regido submeningeal. Ainda ocorre a formacdo
de agregados de células inflamatérias 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,
inflamagdo 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 antiinflamatérias permitindo a
translagdo dos resultados para humanos (ELLOSO et al., 2005; GREENWOOQD 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
imunizacdo com antigenos derivados da mielina adsorvidos em adjuvante é a forma mais comum,
entretanto a inducdo 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 tolerdncia 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
maturagdo (expressdo elevada das moléculas de MHC de classe I, CD40, CD80 e CD86) levam os
epitopos de mielina e ativam os linfocitos T CD4"*, que sofrem expansdo clonal e diferencia¢cdo 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 érgaos linféides,

atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) e migram para o parénquima e o espago perivascular



do SNC, seguido pelo influxo de macrdéfagos, 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 (astrdcitos e microglia) e
por células dendriticas (DC) e macréfagos infiltrantes, amplificando a liberacdo de mediadores
inflamatérios como prostaglandinas, radicais livres, intermediarios reativos de oxigénio, dxido nitrico,
MMP e citocinas inflamatdrias como IL-1B, 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 geragdo de varias proteases
intracelulares ou extracelulares. As proteases sdo cruciais para a regulacdo de mecanismos
imunolégicos, tais como apresentacao de antigeno, a migracdo de células imunitarias e inflamatérias
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 inducdo da EM inclua condicGes para a quebra da tolerancia a antigenos proprios,
o sistema imune langa mdo de inUmeros mecanismos para evitar que fendmenos autoimunes
acontegam 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 doencgas
autoimunes e inflamatérias (MAHNKE et al., 2003) na EAE ndo é diferente, o papel das pDC
(CD11¢"°¥B220°*Gr-1"PDL-1"*PDL-2"*) tém sido relacionado a protecdo 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 correlagao
positiva entre a presenca de IL-10 produzida por células Treg no SNC e a recuperagdo da doencga
(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 doenga. Recentes dados mostram que a deplegdo

transiente de células B influencia potencialmente a indu¢do, manutencao e reativagdo de linfocitos T



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 apresentacdo 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 iniUmeras 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 prevencao 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 producado 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 doenga 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 limitagGes significantes, pouco responsivos a

pulsoterapia.

Com base na natureza inflamatéria da doenca, a imunossupressdo 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 progressao da incapacidade

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



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 sao igualmente eficazes no controle das recidivas,
mesmo que apresentem um efeito modesto na redugdo 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 s3do: limitacdo do trafico de células
T para o SNC, a restauracado do balango Th1-Th2 pela indugdo da producdo de IL-10, e a inducdo 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 evolucdo da doenca (Ersoy et

al., 2005).

Por outro lado, o mecanismo inibitério 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 padrao 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 eficdcia do tratamento durante o curso da doenca. Isto tem sido atribuido a geracdo de

uma resposta de anticorpos neutralizantes contra o IFN-f (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¢ées imunomoduladoras foram avaliadas em testes pré-
clinicos e clinicos (METZ et al.,, 2004; VOLLMER et al.,, 2004). Terapia com células-tronco
hematopoiéticas para formacdo 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

pos

especificas. A deplecdo 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 deplecdo 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-a foram testados em ensaios de fase Il, mas também nao
mostraram efeito promissor em pacientes com EM (BIELEKOVA et al., 2004). Além disso, varios
tratamentos tém sido desenvolvidos especificamente para linfécitos 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 utilizagdo de anticorpos contra a integrina B4, 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 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 migragdo de células
imunes via agdo 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
protdtipos para o desenvolvimento de novas drogas em diferentes modelos experimentais de
doencas (KALMAN et al.,, 1998; LEWIS; GARCIA, 2003; SUAREZ-KURTZ et al., 1999) o nosso grupo
coordenado pela Dra. Ménica Lopes Ferreira e pela Dra. Carla Lima em associagdo 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 nao possui efeito citotéxico em macréfagos murinos, bem como também nao possui
efeito danoso sobre fibras musculares ou na microcirculagdio do musculo cremaster de
camundongos, além de ndao ser imunogénicos induzindo a produc¢do de anticorpos especificos. O

peptideo Thp apresenta capacidade de inibir a adesdo e o rolamento dos leucdcitos induzido pelo



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
leucécitos, particularmente neutréfilos e macréfagos, 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 graos de soja
(ODANI; IKENAKA, 1973; PARK et al., 2007; Ql et al., 2005). A familia BBl 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 fungdo de células inflamatdrias, 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 reforcar ativamente os mecanismos fisioldgicos imunomodulatdrios (induzindo células e
citocinas regulatodrias), 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
doenga autoimune na EM e prevenir o desenvolvimento da cronicidade da doenga. 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.



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 vdrios estdgios 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 expressdao de CD18;
3) bloqueia a reativacdo e a permanéncia de linfécitos Thl ou Th17 patogénicos no SNC; 4) impede a
expansao 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 Thp durante ou entre as crises, ou continuamente gera
efeitos sistémicos ou localizados que resultam na atenuacdo da neuroinflamacdo e na prevencdo 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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