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RESUMO

A Esclerose Mdltipla (EM) caracteriza-se por ser uma doenca inflamatéria cronica
desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC), que afeta aproximadamente um
milhdo de pessoas em todo o mundo. Entre os agentes terapéuticos aprovados
atualmente para o tratamento da EM podemos citar o interferon beta (IFN-B) e o
acetato de glatiramer, entretanto, estes agentes nao promovem a cura da doenca ou
a recuperacao total dos pacientes que estdo em fase avancada. Diversos estudos
demonstram a propriedade que o0s hormonios sexuais, como o estradiol e
progesterona possuem em diminuir a gravidade da Encefalomielite Autoimune
Experimental (EAE). Estruturalmente, as isoflavonas compartiiham muitas
similaridades com os estrogenos endogenos. Estudos realizados com genisteina
mostram os efeitos benéficos deste isoflavonodide na EAE. Entretanto, alguns fatores
limitam sua aplicacao clinica, como por exemplo, sua rapida excre¢éo e declinio dos
niveis séricos, sendo que estas caracteristicas podem estar relacionadas a sua
estrutura quimica. Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito de sete derivados lipofilicos da genisteina na modulagdo da resposta in vitro
de macréfagos murinos J774.A1 ativados com lipopolissacarideo e IFN-y, e verificar
a atuacdo de um analogo selecionado na etapa in vitro na modulagdo da resposta
imune in vivo no modelo de EAE. Na etapa in vitro foi avaliada a citotoxicidade dos
compostos, no sobrenadante da cultura foram dosados 6xido nitrico, IL-12 e TNF-a.
Na etapa in vivo foi investigado o uso do derivado da genisteina 3 (7-O-
tetradecanoil-genisteina — TDG) na evolucdo da EAE induzida em camundongos
C57BI/6 através da aplicacdo do MOG3s_ss. No 14° dia apds a inducao com o MOG,
os camundongos foram tratados com TDG por sete dias. No 21° dia apos a inducéo,
as porcentagens de células mononucleares isoladas de cérebro expressando
marcadores de superficie (CD4", CD3" e CTLA-4) e produzindo citocinas IL-
17°CD4+, IL-10"CD4+ ou fator de transcricdo Foxp3'CD4" foram determinadas por
citometria de fluxo. A concentracao de IL-6, IFN-y e IL-10 em macerado de cérebro e
medula foram determinadas por ELISA. As andlises histoldégicas de cérebro e
medulas foram realizadas por coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Os resultados
apresentados indicam que a modificacdo estrutural da genisteina originou derivados
nao citotoxicos, com elevada capacidade de inibir a concentracdo de IL-12.
Entretanto, estes derivados da genisteina ndo foram capazes de inibir TNF-a. A
producdo de NO foi significativamente inibida pelos derivados monoésteres (2,3) e
monoéter (6,7) de maneira dose-dependente. Os dados obtidos in vivo indicam que
o tratamento com o TDG melhora os sinais clinicos da EAE e isto pode ser
correlacionado com uma reducdo na porcentagem de células produzindo IL-17 e um
aumento de células Foxp3'CD4" no cérebro. Além disso, o tratamento com o TDG
aumentou a liberacéo de IL-10 e a expressdo de CTLA-4 além de reduzir a liberacdo
de IFN-y e IL-6. Desta forma, os dados sugerem um papel imunomodulatério do TDG
na EAE e possivelmente na EM.

Palavras-chave: Esterificacdo. Eterificacdo. Genisteina. Citocina. Oxido Nitrico.
EAE. Esclerose Mdltipla. IL-17. Foxp3. IFN-y.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a severe and disabling chronic autoimmune inflammatory
demyelinating disease of the central nervous system (CNS), that affect around one
million people at entire world. Among the therapeutic agents currently approved for
the treatment of MS can be cited the interferon beta (IFN-B) and the glatiramer
acetate, however, these agents do not promote the cure or full recovery of patients in
advanced stages. Several studies showed that hormones, such as estradiol and
progesterone, could reduce the severity of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). The isoflavones share many structural similarities with
endogenous estrogens. Studies with genistein showed the beneficial effects of
isoflavones in EAE. However, the chemical structure of genistein has characteristics
that limit its clinical application, such as rapid excretion and decreased serum levels.
This study aimed evaluate the effect of seven lipophilic derivatives of genistein in the
modulation of in vitro response of murine J774A.1 macrophages activated with
lipopolysaccharide and IFN-y, and verify the performance of one in vitro selected
analogue on modulating in vivo the immune response in EAE. The lipophilic
derivatives were evaluated in LPS+IFN-y-activated J774A.1 macrophage cultures to
their effects on cytotoxicity and nitric oxide, IL-12 and TNF-a production. The effects
of the selected genistein derivative 3 (7-O-genistein-tetradecanoil - TDG) on the
development of EAE induced in C57BL/6 mice immunized with MOG3s55 were
performed. At 14" day after induction, mice were treated with TDG for seven days. At
21° day the percentage of mononuclear cells isolated from brains expressing CD4",
CD3", CTLA-4" and Foxp3" and producing IL-17" and IL-10" were determined by flow
cytometry. The concentration of IL-6, IFN-y and IL-10 in brain and spinal cord were
determined by ELISA. Histological analysis of brain and spinal cord were performed
by hematoxylin and eosin staining. The results showed that the modification of
genistein enables the generation of non-cytotoxic compounds with increased IL-12
inhibition, despite of failed TNF-a inhibition. The NO production was inhibited by the
monoester (2,3) and monoether (6,7) compounds in a dose-dependent manner. The
in vivo data indicated that treatment with TDG improved the clinical signs of EAE
which can be correlated with a reduction in the percentage of cells producing IL-17
and the increment of Foxp3'CD4" cell population at brain. Furthermore, treatment
with TDG increased the release of IL-10 and expression of CTLA-4 and reduced the
release of IFN-y and IL-6. Altogether, the data suggest an immunomodulatory role of
the TDG in EAE and possibly MS.

Keywords: Esterification. Etherification. Genistein. Cytokines. Nitric Oxide. EAE.
Multiple Sclerosis. IL-17. Foxp3. IFN-y.
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) caracteriza-se por ser uma doenca inflamatéria
cronica desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC), de natureza autoimune,
sendo na maioria dos casos grave e incapacitante, afetando cerca de um milh&do de
pessoas em todo o mundo.

As falhas observadas na terapéutica atual da EM tém sido relacionadas a
incapacidade que os tratamentos atuais possuem em promover a cura ou
recuperacdo dos pacientes que se encontram em fase avancada. As terapias
disponiveis sdo baseadas no uso de imunomoduladores e imunossupressores,
administrados de acordo com a fase e a progressdo da doenca. O tratamento €
geralmente acompanhado de efeitos adversos como letargia, agravamento de
depressao e leucopenia, além disso, a manutencdo deste tratamento gratuito pelo
Sistema Unico de Salde torna-se onerosa, principalmente em fungéo da crescente
demanda e seu alto custo.

O modelo animal de encefalomielite autoimune experimental (EAE) € utilizado
para o estudo da EM, sendo importante para o esclarecimento dos fatores
envolvidos na patogénese da doenca e também para o desenvolvimento de novas
terapéuticas para o tratamento da EAE e consequentemente da EM.

De Paula e colaboradores (2008) mostraram o potencial terapéutico da
genisteina, um fitoestrégeno, no tratamento da EAE. Neste estudo foi demonstrado
gue a genisteina melhorou os sinais clinicos da EAE, pela a reducdo de citocinas
pro-inflamatérias no SNC, além de ter induzido a reducéo do rolamento e adeséo de
células na microcirculagdo do SNC. Estudos da farmacocinética demonstraram que
a genisteina, assim como outras isoflavonas, possuem uma meia vida plasmatica
curta, muito provavelmente em funcao da rapida depuracéo sérica o que pode limitar
seus beneficios terapéuticos in vivo. Além disso, a esterificacdo in vivo tem sido
considerada uma reacgéo importante para potencializar os efeitos antioxidantes dos
fitoestrogenos.

Desta forma, este estudo tem o objetivo de avaliar o efeito na modulacéo da

resposta imune de sete derivados lipofilicos da genisteina, incluindo ésteres e
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éteres, utilizando para o estudo in vitro o modelo de macréfagos J774A.1 ativados e

avaliar o efeito in vivo de um entre os sete derivados no modelo de EAE.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Esclerose Mdltipla

A EM é uma desordem neuroldgica autoimune caracterizada por um processo
inflamatorio crénico desmielinizante do SNC, sendo na maioria dos casos grave e
incapacitante, afetando cerca de um milhdo de pessoas entre 17 e 65 anos,
atingindo duas vezes mais mulheres que homens (SOSPEDRA e MARTIN, 2005;
GOVERMAN, 2009). Algumas pessoas com EM nédo vivenciam completa
incapacidade durante sua vida, entretanto, cerca de 60% dos individuos com EM
tornam-se incapacitados em aproximadamente 20 anos apdés o inicio da doencga, 0
que influéncia diretamente na qualidade de vida do paciente e ocasiona um elevado
custo financeiro para a sociedade.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) (2008) a estimativa mundial
média da prevaléncia da EM é de 30 para cada 100.000 habitantes (Figura 1). A
prevaléncia da EM é de 80 pessoas a cada 100.000 habitantes na Europa, 14.9 para
o Mediterraneo Oriental, 8.3 nas Ameéricas, 5 no Pacifico Ocidental, 2.8 para o
Sudeste da Asia e 0.3 para a Africa.

Os estudos epidemioldgicos para a EM demonstram que ela € mais comum
em individuos brancos do que em individuos ndo brancos, entretanto, a OMS (2008)
ressalta a necessidade de consideramos as limitagdes regionais, como por exemplo,
no continente Africano, onde a restricdo ao atendimento médico neurolégico, assim
como, a dificuldade ao acesso para diagndéstico, devem ser consideradas variaveis

de importante influéncia nos dados epidemioldgicos.
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Figura 1 Distribuicdo mundial da prevaléncia de EM segundo Organizacdo Mundial de Salde (OMS,
2008).

De acordo com a OMS (2008) o numero estimado de pessoas com EM é de
aproximadamente 630.000 na Europa, 520.000 nas Américas, 66.000 no
Mediterraneo Oriental, 31.500 no sudeste da Asia e 11.000 na Africa.

E importante ressaltar que existe a relacdo entre a distribuicdo geografica,
prevaléncia e incidéncia da EM, sendo constatado que o afastamento da regiao
equatorial para ambos os hemisférios € acompanhado de um aumento no numero
de casos de EM (OMS, 2008).

A EM é uma desordem com extensiva variabilidade no sitio de acdo e na
apresentacao clinica (taxas de acumulo e disfuncdo), sendo caracterizada por
episodios que envolvem lesdo de medula, nervo Optico, tronco encefalico e cerebelo
(LUBLIN et al., 2007).

As manifestacdes clinicas na EM incluem problemas sensoriais, motor e no
sistema nervoso autébnomo, sendo possivel distinguir basicamente quatro formas
clinicas da doenca. No estagio inicial da doenca 85% dos pacientes apresentam o

tipo remitente-recorrente (RR), onde os surtos sdo de duracdo variavel, seguidos de
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um periodo de remissdo e com recuperacao total ou parcial do individuo afetado; a
maioria dos pacientes do tipo RR evolui para a forma secundaria-progressiva (SP),
onde apds a remissdo dos surtos, apresentam leve progressdo da doenca.
Aproximadamente 10% dos pacientes apresentam a EM primaria-progressiva (PP)
gue inicia de forma progressiva, com platdés ocasionais e com pequenas melhoras
temporéarias. Na apresentacao progressiva-recorrente (PR) desde o inicio observa-se
0 agravamento da incapacidade com surtos claramente identificaveis com ou sem
recuperacdo do paciente (SOSPEDRA e MARTIN, 2005; LUBLIN et al., 2007;
GOVERMAN, 2009).

Lublin e colaboradores (2007) apresentam as quatro formas clinicas da EM no
grafico obtido pela medida de escore segundo a Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (EDSS), demonstrando as consequéncias na progressdo da doenca
apos os surtos, caracterizando as formas clinicas da doenga, onde a inclinacdo do
grafico para direita indica a piora do escore (Figura 2).

PADROES CLINICOS DA ESCLEROSE MULTIPLA

REMITENTE RECORRENTE M

SECUNDARIA PROGRESSIVA

PRIMARIA PROGRESSIVA /_ ]

PROGRESSIVA RECORRENTE /|-L

TEMPO

Figura 2 Padrdes clinicos da Esclerose Multipla (Adaptado: LUBLIN et al., 2007).

A forma mais comum da EM é a RR que pode evoluir para a forma SP em
funcdo da continua incapacidade. De acordo com Lublin e colaboradores (2007) o
elevado numero de recaidas no primeiro ano da doenca esta associado a um

prognostico ruim da doenca. As variadas formas clinicas observadas no curso da EM
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podem ser explicadas pela desmielinizagao, graus de inflamacéo, remielinizagéo e
neurodegeneracdo (PETERSON, ROBERT e FUJINAMI, 2007).

Na EM é observado a presenca de infiltrados inflamatorios que estdo
associados a degradacao da mielina presente nos oligodendrocitos e nos axonios, 0
que interfere diretamente na condugéo nervosa (BASSO et al., 2008). Os fatores que
promovem a ativacdo periférica de células T virgens contra proteinas da mielina,
com consequente formacdo do infiltrado inflamatério na EM, sédo ainda
desconhecidos, mas parece ser resultado de uma combinacéo de fatores ambientais
e genéticos que desencadeiam uma resposta autoimune que tem como principal
alvo a bainha de mielina que reveste o axonio dos neuronios (WUCHERPFENING e
STROMINGER, 1995; BASSO et al., 2008).

Os fatores ambientais estéo principalmente relacionados as infecc¢des virais e
bacterianas, onde a semelhanca estrutural entre a mielina e proteinas associadas a
patdbgenos desencadeariam a reacdo inflamatéria no SNC (FUJINAMI e
OLDSTONE, 1985; WUCHERPFENING e STROMINGER, 1995). Fujinami e
colaboradores (1985) verificaram semelhanca estrutural entre o peptideo do virus da
hepatite B (HBV) com a proteina basica de mielina (PBM) e concluiram que a
infeccdo por HBV associada a outros fatores, poderia desencadear a EM por
ativacdo de células T que respondem ao peptideo do HBV e também a PBM. Outros
patdgenos como enterobactérias também sdo associadas com a patogénese da EM
(LANG et al., 2002). Desta forma, acredita-se que as infeccbes associadas a
predisposicdo genética, seriam responsaveis pelo desencadeamento da doenca.
Segundo Oksenberg e colaboradores (2008) os estudos com relacdo aos fatores
genéticos envolvidos na EM estdo evoluindo, sendo que atualmente ja séo
conhecidos 18 alelos associados ao risco de desenvolvimento de EM.

A EAE é o modelo animal mais amplamente utilizado para o estudo da EM,
sendo que varias razdes contribuem para a utilizacdo da EAE como um modelo de
autoimunidade antigeno-induzida, tais como, o predominio de inflamacdo com o
envolvimento de células mononucleares e a desmielinizacdo que séo caracteristicas
gue se assemelham as da EM (ERCOLINI e MILLER, 2006; YIN et al., 2010).

A linhagem C57BI/6 é amplamente utilizada na inducdo de EAE crbnica grave
e sem recaidas, especialmente quando se utiliza a glicoproteina associada ao

oligodendrocito (MOG) como indutora da doenca. O MOG tem sido utilizado com
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base em estudos que apoiam a possibilidade dele ser o antigeno-alvo primario no
desenvolvimento da EM, mesmo sendo este muito menos abundante que a PBM
(ADELMANN et al., 1995; SOSPEDRA e MARTIN, 2005). Desta forma, o modelo de
EAE é extremamente (til para a avaliagdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos
na EM, assim como, no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento
desta patologia (ADELMANN et al., 1995; SOSPEDRA e MARTIN, 2005).

2.2 A Resposta Imune na Encefalomielite Autoimune E  xperimental (EAE)

Para iniciar um processo inflamatorio no SNC, as células T especificas contra
a mielina devem ser ativadas na periferia, posteriormente ter acesso ao SNC e em
seguida serem reativadas por células apresentadoras de antigenos (APCSs)
responsaveis pela apresentacdo dos auto-antigenos (FLUGEL et al., 2001;
KAWAKAMI et al., 2004). A reativacdo de células T especificas contra a mielina
desencadeia a producdo de mediadores sollveis pelas células T e células
residentes no SNC que recrutam mais células inflamatérias (FLUGEL et al., 2001;
MURPHY et al., 2010).

Nos modelos de inducdo da EAE utilizam-se proteinas da mielina, tais como,
PBM, MOG, proteina proteolipidica da mielina (PLP) para desencadear a ativacédo de
célula T reativas contra a mielina (LININGTON et al., 1993; KAWAKAMI et al., 2004).
Para a inducdo do modelo de EAE, além da proteina proveniente da mielina é
administrado também o adjuvante completo de freund (CFA), toxina pertussis e
Mycobacterium tuberculosis que irdo potencializar a apresentacdo da mielina e
consequentemente promover a ativacdo de linfocitos T especificos (SHIVE et al.,
2000; HOU et al., 2003).

Na EAE ou na EM as células T que foram ativadas na periferia contra
proteinas da mielina devem seguir para o SNC, local que apresenta alta
concentracdo destas proteinas (FLUGEL et al., 2001). A entrada das células T
autoreativas no SNC é um processo complexo, uma vez que este sitio anatébmico é
extremamente protegido pela barreira hematoencefalica, liquido cefalorraquidiano e
as meninges (KIVISAKK et al., 2008).
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Em condi¢cdes normais o endotélio do parénquima cerebral ndo expressa as
moléculas de adesdo necessarias para a entrada de células T, entretanto, estas
proteinas passam a ser expressas pelas células endoteliais do cérebro quando
existe um processo inflamatério instalado, o que reduz a possibilidade do
parénquima cerebral ser o local de entrada das células T na fase inicial da EAE
(KIVISAKK et al., 2008).

Kivisakk e colaboradores (2008) apresentaram em seus estudos a importancia
do espaco subaracnoide no desenvolvimento da EAE, onde proteinas que
influenciam a entrada de células T no SNC sao constitutivamente expressas. O
espaco subaracnéide esta localizado entre as leptomeninges (aracnoide e pia-mater)
e contém o liquido cefalorraquidiano (LCR) que circunda o cérebro e a medula
espinhal. Estes autores sugerem que neste local as células T autoreativas que
conseguem ultrapassar a barreira sangue LCR atravessando o endotélio das
vénulas meningeas ou do plexo cordide, serdo reativadas por macréfagos e células
dendriticas e consequentemente, poderao instalar o processo inflamatorio inicial que
irA se estender para o parénquima cerebral (KIVISAKK et al., 2008).

Inicialmente a EAE foi caracterizada como sendo uma doenca mediada por
linfocitos CD4™ T helper 1 (Th1) e com a producéo de citocinas relacionadas a este
tipo celular, como producdo de interferon-y (IFN-y) e interleucina (IL)-12
(MARCONDES et al., 2005; SOSPEDRA e MARTIN, 2005; WENSKY, 2005). Lees e
colaboradores (2008) em estudo de transferéncia adotiva de células polarizadas em
Th1l inoculadas em camundongos tipo selvagem, deficientes em IFN-y e deficientes
em receptores para IFN-y avaliaram a importancia do IFN-y no estabelecimento de
um infiltrado celular e consequente desenvolvimento de lesbes na medula espinhal,
mas nao no cerebelo e tronco encefalico, estabelecendo assim uma acao localizada
do IFN-y na patogénese da EAE.

Trabalhos recentes tém mostrado que linfécitos T helper 17 (Th17), produtores
de IL-17, estariam diretamente relacionados com o desenvolvimento da EAE
(LAURENCE e O’ SHEA, 2007; MURPHY et al., 2010; KANG et al., 2010;). Segundo
Huppert e colaboradores (2010) a IL-17 produzida por linfécitos Thl7 poderia
contribuir para o rompimento da barreira hematoencefalica através da formacao de

espécies reativas de oxigénio (ROS) que influenciam no desempenho das tight
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junction (TJ) responséaveis pela forte adesdo entre as células endoteliais. A
polarizagcdo de linfocitos Thl7 ocorre na presenca de IL-23, IL-6 e do fator
transformador do crescimento-beta (TGF-). Em protocolos experimentais utilizando
camundongos geneticamente deficientes em IL-6 e IL-23 nédo foi possivel induzir a
EAE, indicando a importancia destas citocinas no desenvolvimento da patologia e
consequentemente dos linfécitos Thl7 (ZELANTE et al., 2007; KROENKE, 2008;
QUINTANA e WEINER, 2009; MIOSSEC, 2009).

A IL-17 é caracterizada como uma molécula pro-inflamatéria que estimula
células epiteliais, endoteliais e fibroblastos a produzirem outras citocinas e
quimiocinas como, por exemplo, IL-6, proteinas inflamatérias de macrofagos, fatores
estimulatérios de granuldcitos e proteinas quimioatraentes de mondcitos (PARK et
al.,, 2005). A migracao inicial de células Thl7 para o cérebro parece estar
relacionada com o receptor de quimiocina (CCR) 6, constitutivamente expresso por
células Thl7, que encontra o seu ligante de quimiocina (CCL) 20 em células
epiteliais do plexo cordide, esta interacdo parece ser importante para promover a
entrada dos linfocitos Th17 no SNC (REBOLDI, 2009). No entanto, alguns estudos
mostram que o perfil celular Thl ou Th1l7 na EAE estaria influenciando no local de
infiltracdo, de forma que o predominio de células Thl promoveria infiltracdo
significativa na medula, mas ndo no cérebro como anteriormente citado, enquanto
que uma EAE cujo perfil celular fosse Th1l7 o infiltrado seria predominante no
cérebro (LEES et al., 2008).

Atualmente questiona-se também um possivel papel protetor do IFN-y pela
relacdo no balanco Thl e Th1l7. O papel do IFN-y no desenvolvimento da EAE é
questionado no estudo de Berghmans e colaboradores (2011), que induziram EAE
em camundongos Biozzi ABH e IFN-y knockout através da administracdo de
homogenato de medula espinhal provenientes de camundongo SJL/J. Os autores
mostraram que a EAE torna-se mais grave quando induzida na auséncia de IFN-y e
isto estaria associado ao aumento de células Th1l7 produtoras de IL-17. Berghmans
e colaboradores (2011) também apresentaram em seus estudos que ao
neutralizarem o IFN-y através da injecdo de anti-IFN-y os animais induzidos

progrediam para uma EAE mais grave, porém a administracdo de IFN-y exdgeno
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promovia a redu¢cdo no numero de células produtoras de IL-17 no baco, linfonodo e
SNC dos animais tratados com consequente melhora dos sinais clinicos.

Murphy e colaboradores (2010), em estudo realizado com camundongos
C57BI/6 induzidos com EAE pela injecdo de MOG 3555, Observaram que o infiltrado
de Thl7 precede o inicio dos sinais clinicos da EAE, sendo acompanhado de um
aumento de IL-1B e IL-6. A ativacdo da microglia e o infiltrado de macrofagos
ocorreriam no inicio dos sinais clinicos da EAE, enquanto que o infiltrado do subtipo
celular Thl seria verificado no cérebro em uma etapa mais tardia da doenca.

Kroenke e colaboradores (2008) utilizaram linfocitos isolados de SJL/J
induzidos com PLP139.151 primados in vitro para o perfil Thl ou Thl7 para induzir
EAE e estudar as diferencas entre a doenca promovida por ambos os subtipos
celulares. Em seus estudos os autores demonstraram que a transferéncia adotiva de
células polarizadas Thl ou Th1l7 ndo promoviam diferencas nos escores clinicos,
entretanto, as analises dos tecidos revelaram diferencas importantes como um
infiltrado rico em macréfagos e proeminente producédo de NOS 2 em EAE induzida
por Thl e um infiltrado caracterizado por neutrofilos na EAE induzida pelo perfil
Thl7.

Hofstetter e colaboradores (2005) ao tratarem camundongos C57BI/6 com
EAE induzida por MOG3s.55 com anticorpo neutralizante de IL-17 demonstraram uma
melhora nos sinais clinicos dos animais com EAE tratados com o anticorpo
neutralizante de IL-17 em relacdo aos camundongos com EAE que ndo receberam o
tratamento.

Levando em consideracéo os estudos acima apresentados, é possivel verificar
gue estes ainda ndo séo conclusivos em relacdo ao papel desempenhado por cada
subtipo celular Thl, Th1l7 e das citocinas relacionadas na patogénese da EAE. Em
fungcdo das variagbes nos modelos e dos resultados obtidos nos estudos
experimentais, ainda ndo é possivel delegar de forma inquestionavel maior
responsabilidade pelo desencadeamento da EAE para Thl ou Thl7.

Enquanto Thl e Th1l7 estdo envolvidas na patogénese da EAE, os linfécitos T
reguladores (Tregs) sdo considerados importantes na melhora dos sinais clinicos
observados na EAE (PETRO et al., 2011; ZHANG et al.,, 2011). As Tregs sé&o
caracterizadas pelo fator de transcricdo forkhead box P3 (Foxp3) e sdo células

importantes ha manutencdo da tolerancia imunolégica e consequentemente no
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controle de doencas autoimunes (CHEM et al., 2003; KOHM et al., 2002). O TGF- é
uma citocina fundamental na polarizagdo de Tregs, sendo que sua presenca na
auséncia de IL-6 favorece a polarizacdo das Tregs em detrimento de Th17 (BETELLI
et al., 2006; CHEM et al., 2003). A acdo das Tregs parece ser principalmente atraves
da producédo de IL-10 que atua inibindo a funcdo das APCs, e consequentemente
inibindo a ativagdo de células T (CUA et al., 1999; SPACH et al., 2006).

Pesquisas que abordam novos tratamentos demostram que o0 aumento de
célula Tregs pode ser o responsavel pela melhora do escore clinico de animais
induzidos com EAE. Zhang e colaboradores (2011) estudaram a acdo do 3-elemeno
em camundongos C57BL/6 induzidos com EAE por meio da injecdo de 200ug de
MOG3s.55, emulsificado com CFA, suplementado com 4 mg/mL de Mycobacterium
tuberculosis, além da injecao intraperitoneal (i.p) com 400 ng de toxina pertussis no
dia da inducdo e 48 horas apds a inducdo. Os resultados obtidos por Zhang e
colaboradores (2011) demostram um atraso no inicio dos sinais clinicos da EAE nos
animais induzidos e tratados com B-elemeno em relagdo aos animais nao tratados.
Este atraso dos sinais clinicos da EAE foi atribuido ao efeito imunomodulador do B-
elemeno ao reduzir a expressao de células Th1l7 e promover a expansao de células
Tregs, através da reducdo de RNA mensageiro para IL-17, IL-6, IL-23 e RORt

Petro (2011) ao estudar o efeito do resveratrol em camundongos SJL/J
induzidos com EAE pela injecdo de PLP;39.151, concluiu que o efeito deste polifenol
em melhorar os sinais clinicos da EAE esta relacionado ao aumento de células
Tregs e consequentemente, ao aumento de IL-10 no SNC.

O acetato de glatiramer é uma droga liberada para o tratamento da EM, sendo
seu efeito atribuido a atividade imunomoduladora através do bloqueio do MHC
atuando como um antagonista de células T e ao aumento da producdo de
mediadores anti-inflamatorios (FRIDKIS-HARELI et al., 1994; AHARONI et al., 1999;
FARINA et al., 2005, WEBER et al., 2007). Aharoni e colaboradores (2010)
avaliaram o efeito do acetato de glatiramer em dois modelos de EAE, um utilizando
camundongos F1 (SJL/J x Balb/c) induzidos com PLP 3139151 € 0 outro utilizando
camundongos C57BL/6 induzidos com MOG 3555 em ambos os modelos as
proteinas da mielina foram emulsificadas com CFA enriquecido com 3mg/mL de

Mycobacterium tuberculosis, além da injecdo de toxina pertussis no dia e 48 horas



28

apos a inducdo. Os autores observaram que em camundongos tratados com acetato
de glatirAmer, mesmo quando o tratamento foi iniciado ap0s a exacerbacédo da
doenca, tiveram uma reducdo do infiltrado de células Thl7 acompanhado de um
aumento de células Tregs no SNC com consequente melhora dos sinais clinicos em
ambos os modelos de EAE.

Alguns trabalhos com o intuito de esclarecer os mecanismos relacionados a
funcdo supressora das células Tregs foram realizados. Wing e colaboradores (2008)
abordaram a importancia do antigeno 4 associado a funcao de linfocito (CTLA-4) no
desempenho das células Tregs. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram
gue a expressao de CTLA-4 é critica para a atividade supressora das células Tregs,
uma vez que o CTLA-4 afeta a funcdo das APCs, ja que ao se ligar no CD80 e CD
86 presentes nas ceélulas dendriticas promove consequentemente a reducdo da
ativacdo de linfocitos T.

A importancia do CTLA-4 na expansao de células T encefalitogénicas na EAE
ja havia sido relatada por Hurwitz e colaboradores (2002) ao realizarem um trabalho
utilizando-se bloqueador de CTLA-4. Neste estudo foi demonstrado que o bloqueio
de CTLA-4 aumenta a frequéncia de células T antigeno especifica auto-reativa na
periferia, sugerindo, portanto, que a expansdo de células T encefaltiogénicas no
modelo de EAE seria limitada pela expressdo de CTLA-4, que atuaria na

manutencao da tolerancia periférica a antigenos proprios.

2.3 Tratamento da EM

O tratamento da EM envolve os chamados agentes modificadores da doenca,
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e sdo classificados em
imunomoduladores ou imunossupressores, administrados de acordo com a fase e a
progressao da doenca (FOX, 2004).

Na Quadro 1 estdo resumidos os principais agentes terapéuticos utilizados no
tratamento da esclerose multipla, assim como seus possiveis efeitos (SORENSEN et
al., 1999; NEUHAUS et al., 2006, JONES e COLES, 2010).
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Quadro 1 Distribuicdo dos animais em grupos, tratamento, dosagem e via de administracao
dos compostos.

FARMACO

MECANISMO DE AGCAO

REFERENCIA

IFN-B Atua inibindo a migracao de células dendriticas para o SORENSEN et al., 1999
linfonodo e sitio inflamatoério; AXTELL et al., 2010
Alteracdo entre o balan¢o de Thl e Th2; YEN et al., 2010
Inibir a diferenciacdo de Th2; GUO et al., 2008
Mecanismo ndo esclarecido totalmente; MARKAR et al., 2008

MARTIN-SAAVEDRA et al., 2008

Acetato de Atua aumentando Th2; NEUHAUS et al., 2001

Glatiramer Estimula a produgédo de IL-10; KIM et al., 2004
Produz baixa quantidade de citocina pro-inflamatéria; BURGER et al., 2009
Aumenta a producdo do antagonista de IL-1pB (sIL-1Ra);

Natalizumab  Atua inibindo a entrada de linfocitos no SNC por se ligara  ELICES et al., 1990
molécula VLA-4e impedir a interagdo desta com a VCAM-
1 presente no endotélio;

Fingolimod Impede a migracao de células para os 6rgao linfoides SAWICKA et al., 2005
secundarios;

Daclizumab Inibe a expansao e sobrevivéncia de células T ao BIELEKOVA et al., 2006
bloquear o receptor de IL-2;

Rituximab Promove a deplecdo de células B; BAR-OR et al., 2008

Alemtuzumab Bloqueador do CD52; COLES et al., 2006
Provoca linfopenia;

Cladribine Analogo do ATP; BEUTLER et al., 1996
Incorpora ao DNA;
Resulta em dano e morte celular;

Embora todos estes farmacos apresentem

resultados promissores no

tratamento da EM, eles ndo promovem a cura do paciente em fase evolutiva da

doenca. Além disso, estes farmacos apresentam um problema fundamental que é

sua atuacdo nao seletiva nas células do sistema imune, o que desencadeia efeitos

colaterais graves com leucoencefalopatia multifocal progressiva, aumento das

taxasde infeccdes, erupcdes cuténeas e Ulceras (JONES e COLES, 2010).
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2.4 Fitoestrégenos no tratamento de EM

A soja representa hoje uma das principais fontes de pesquisas quando se
trata do estudo de terapias alternativas, em fungéo dos seus efeitos bioldgicos sobre
doencas de carater inflamatério ndo infeccioso como osteoporose, doencas
cardiovasculares, cancer de mama e prostata (GOTOH et al., 1998; POLKOWSKI et
al., 2004). A acdo marcante antioxidativa, antiproliferativa celular e estrogénica da
soja tém sido atribuida a alguns dos seus componentes, especialmente o0s
fitoestrégenos (YAMAKOSHI et al., 2000; SONG, YAN e CAl, 2006).

Os fitoestrogenos sdo compostos vegetais com propriedades estrogénicas,
sendo os isoflavondides os representantes mais comuns deste grupo. Atribui-se as
propriedades estrogénicas dos fitoestrégenos a sua similaridade estrutural com
estrogenos endogenos (Figura 3).

Entre os isoflavondides destacam-se a genisteina e a daidzeina, que sao
encontradas em uma variedade de plantas incluindo frutas e vegetais, mas séo
especialmente abundantes na soja (THAM et al.,, 1998). A utilizacdo destes
compostos vegetais na prevencdo de doencas relacionadas aos hormoénios sexuais
tais como, amenorréia, osteoporose, cancer de mama, depressdo e irritabilidade,
pode, portanto, representar uma importante terapia alternativa (MOLL, 2002;
MONTENEGRO et al., 2009). Diversos estudos demonstram a propriedade que 0s
hormonios sexuais (estradiol, progesterona) possuem de diminuir a gravidade da
EAE por mecanismos ainda néo esclarecidos (EVRON et al.,, 1984; BEBO et al.,
2001; ELLOSO et al., 2005; GARAY et al., 2008; GARAY et al., 2009; GIRAU et al.,
2010).
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Figura 3 Estrutura molecular da genisteina e estradiol. (Adaptado: Soucy et al., 2006)

Os niveis estrogénicos sao associados a uma susceptibilidade maior das
mulheres no desenvolvimento da EM quando comparadas aos homens. Entretanto,
a elevacédo do estrogénio durante a gravidez exerce um papel protetor em relagéo a
EM. Os dois efeitos aparentemente contraditérios do estrogénio na EM, motivaram
Garay e colaboradores (2008) a avaliarem os efeitos do estradiol no tratamento de
camundongos C57BI/6 induzidos com EAE por injecdo do peptideo MOG 40.45. Neste
estudo foi observado que o estriol é eficaz na protecdo contra o desenvolvimento da
EAE, mesmo em doses inferiores as alcancadas durante a gravidez.

Garay e colaboradores (2009) trataram com progesterona camundongos
C57BI/6 com EAE. Para a inducdo da EAE foram utilizados 200 pg do peptideo
MOG .54, emulsificado com CFA contendo 0,6 mg de Mycobacterium tuberculosis,
estes animais receberam também 400 ng de toxina pertussis no dia da inducéo e
apos 48 horas. Cada animal recebeu, uma semana antes da inducéo, o implante de
um pellet contendo 100 mg de progesterona. Os resultados obtidos demonstram que
a progesterona exerce um efeito neuroprotetor, reduzindo o dano no axoénio dos
animais induzidos e tratados com progesterona em relacdo ao grupo induzido néo
tratado.

Kuiper e colaboradores (1998) avaliaram a interacdo entre fitoestrogenos e
receptores para estradiol (ER) dos tipos alfa (ERa) e beta (ERB) in vitro, os
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fitoestrogenos estudados apresentaram alta afinidade para ambos os receptores
estrogénicos. Entretanto, a genisteina liga-se mais fortemente a receptores ER.

Os beneficios potenciais dos fitoestrogenos também podem ser atribuidos as
propriedades metabdlicas que ndo envolvem os receptores de estroégeno, tais como,
no aumento da atividade de enzimas antioxidantes, decréscimo de mediadores proé-
inflamatorios por meio da inibicdo da via do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da
proteina quinase ativada por mitdogeno p38 (MAPK p38) (COMALADA et al., 2006;
DIJSSELBLOEM et al., 2007).

2.5 Derivados lipofilicos da genisteina

A genisteina apresenta alguns beneficios ja comprovados, Akiyama e
colaboradores (1987) demonstraram que esta substancia possui a capacidade de
inibir a atividade da proteina quinase tirosina especifica que esta associada a gene
geradores de cancer provenientes de retrovirus.

A genisteina € também considerada um inibidor do NF-kB que transcreve
genes especificos para a sobrevivéncia de células, invasdo e metastase de células
oncogénicas de pulméo (GADGEEL et al., 2009). Os resultados apresentados por
este estudo demonstram que o tratamento da cultura de linhagens celulares
provenientes de cancer de pulmdo com genisteina, resulta na inibicdo do NF-kB e
aumento da atividade dos fatores de crescimento epidérmico que estao relacionados
a atividade antitumoral.

A avaliagdo da modulacdo de producdo de Oxido nitrico (NO) por 36
flavonoides de ocorréncia natural, incluindo a genisteina, em macrofagos J774.A1
estimulados com lipopolissacarideo (LPS), demonstrou que a genisteina, entre
outros flavonoides testados, possui a capacidade de inibir a proteina 6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS), inibindo a producdo de NO e a ativacdo do NF-kB, um
importante fator de transcricdo para a iNOS (HAMALAINEN et al., 2007).

Estudo recente realizado por Donzelli e colaboradores (2010) avaliou o efeito

neuroprotetor da genisteina no modelo de isquemia cerebral em cobaias. Os
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resultados demonstram uma reducdo dos danos neurais no grupo tratado com
genisteina em comparacdo ao grupo nao tratado. Para a avaliagdo destes danos
neurais foram analisados aspectos comportamentais e eletroencefalografia, para a
exploracdo de certas estruturas cerebrais. Os resultados obtidos mostram que a
genisteina exerce uma funcdo neuroprotetora por meio da ativacdo de ERB nos
cobaias.

De Paula e colaboradores (2008), utilizando a genisteina no tratamento da
EAE obtiveram uma reducéo dos sinais clinicos nos animais induzidos com EAE e
tratados com 200mg/Kg de genisteina via s.c. A indu¢do do modelo foi feita com a
injecdo de peptideo MOG3s55 previamente emulsificado com CFA, suplementado
com 400ug de Mycobacterium tuberculosis, além da injecdo de toxina pertussis (300
ng por animal) no dia e 48 horas apo6s a inducdo. Neste estudo a reducéo dos sinais
clinicos foi associada a um declinio de citocinas pré-inflamatérias IFN-y, IL-12, TNF-
a e aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10 no SNC, além da diminuicdo do
rolamento e adesao de células para dentro do SNC.

A genisteina, nos alimentos ndo fermentados ricos em isoflavonodides, é
encontrada na sua forma de glicosideos. Os glicosideos de genisteina séo
fracamente absorvidos no intestino humano em funcdo do seu carater hidrofilico
(SETCHELL et al., 2002). A hidrélise da genisteina B glicosideo separa a genisteina
do glicosideo, dando origem a forma denominada aglicona (genisteina livre) que é
entdo absorvida no intestino. Desta forma, a lipofilicidade é considerada uma
caracteristica quimica importante no processo de absorcéo intestinal. Um estudo que
avaliou a atividade biologica de glicosideos lipofilicos e hidrofilicos de genisteina
apresentou que os glicosideos lipofilicos sdo significativamente mais ativos em
comparacao aos glicosideos hidrofilicos (POLKOWSKI et al., 2004).

Nos alimentos fermentados, rico em genisteina, existe uma concentracdo mais
elevada de genisteina aglicona, pois 0s microrganismos presentes no processo de
fermentacdo clivam a genisteina B glicosideo aumentando a concentracdo de
genisteina livre (SETCHELL et al., 1998).

J& foi demonstrado em estudos de farmacocinética que a genisteina sofre
circulacao enterohepatica que metaboliza a genisteina a conjugados, principalmente

genisteina glucoronideo e genisteina sulfato, que chegam a representar 97% da
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genisteina circulante (SHELNUTT et al., 2002). Estudos estdo sendo promovidos
para verificar a atividade biolégica destes metabdlitos da genisteina (SHELNUTT et
al., 2002; CHEN et al., 2003).

Estudos abordam a hipdtese que a genisteina pode sofre esterificacao in vivo
assim como ocorre com 0s estrégenos endogenos humanos. A esterificagdo de
estrogenos endogenos humanos favorece a sua atuacdo em receptores
estrogénicos e sua atividade antioxidante, de forma que a genisteina, da mesma
forma que os estrogenos enddégenos humanos, podem sofrer esta esterificagdo in
vivo, fato que potencializaria sua atividade antioxidante (MENG et al., 1999; LEWIS
et al., 2000).

Meng e colaboradores (1999) ao avaliarem a atividade antioxidante de
isoflavonoides em lipoproteinas de baixa densidade, verificaram que alguns entre os
ésteres de genisteina sintetizados apresentaram uma atividade antioxidante mais
elevada do que a genisteina na sua forma de aglicona.

Badeau e colaboradores (2005) avaliaram a concentracdo do éster de
genisteina (4’ 7-O-dioleato-genisteina) apdés a administracdo em macacos. Os
resultados mostram que a concentracdo plasmatica do éster de genisteina em
alguns animais foi mais elevada do que a forma aglicona da genisteina. Entretanto, a
atividade antioxidante deste éster ndo foi abordada neste estudo.

Para a realizacéo do presente trabalho, sete derivados lipofilicos da genisteina
(Sigma, St. Louis, MO, USA) foram sintetizados no Departamento de Quimica, no
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora, visando obter
um aumento da caracteristica lipofilica e melhor difusdo da substancia pela
membrana plasmatica das ceélulas do organismo, em especial, linfécitos T e
macrofagos, além de promover a circulagcdo da genisteina esterificada que poderia
apresentar uma atividade biolégica mais elevada.

A baixa disponibilidade de agentes terapéuticos eficientes no tratamento da
EM e os efeitos colaterais proeminentes geralmente observados nas terapias
convencionais sdo fatores que impulsionam as pesquisas por novas terapias para o
tratamento da EM.

A genisteina € uma substancia natural, os estudos realizados para
investigacao de suas propriedades terapéuticas relatam que esta substancia é capaz

de apresentar atividades biologicas relacionadas ou ndo aos receptores
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estrogénicos, sendo benéfica em doenca horménio relacionada e que possuem
poucos efeitos colaterais. Estudo realizado por De Paula e colaboradores (2008)
demonstraram a capacidade da genisteina de reduzir os sinais clinicos da EAE.

No presente trabalho realizamos a investigacdo da propriedade
imunomodulatéria in vitro de substancias derivadas de modificagbes estruturais na
genisteina, com o objetivo de obter um composto com capacidade biol6gica ainda
mais eficiente que a atividade apresentada pela genisteina. Através da investigacao
in vitro um composto derivado da genisteina foi selecionado para a aplicagdo in vivo
no modelo de EAE. Os efeitos deste analogo no sistema imune foram investigado
por analise do perfil das principais células e citocinas envolvidas no desenvolvimento
da EAE. Desta forma, espera-se com este estudo contribuir na investigacdo de
novos agentes terapéuticos que poderao ser utilizados no tratamento da EM e que

estes alcancem melhores resultados do que as terapias atuais.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de sete derivados lipofilicos da genisteina na modulacdo da
resposta in vitro de macrofagos murinos J774.A1, e verificar a atuagdo de um entre
os derivados avaliados in vitro na modulagéo da resposta imune in vitro no modelo
de EAE.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar o efeito do tratamento com os derivados lipofilicos da genisteina 2, 3,
4,5, 6, 7 e 8 na viabilidade de macrofagos J774. Al;

* Quantificar a producéo de NO, IL-12 e TNF-a em sobrenadantes de cultura de
macréfagos J774.A1 estimulados com IFN-y e LPS e tratados com os
derivados lipofilicos da genisteina 2, 3, 4, 5,6, 7 e 8.

» Selecionar um derivado para utilizagcdo no modelo de EAE.

» Avaliar o efeito do derivado lipofilico da genisteina 7-O-tetradecanoil-
genisteina (TDG), selecionado na etapa in vitro, na modulacdo da resposta
imune nos animais com EAE, através dos seguintes parametros:

()  expressdo de marcadores celulares (CTLA-4, CD4 e CD3), citocinas
intracelulares (IL-17 e IL-10) e o fator de transcricdo (Foxp3) em
células mononucleares isoladas do cérebro, através de citometria de
fluxo;

(i)  producédo das citocinas IL-17; IL-6, TGF-3, IFN-y e IL-10 e quimiocina
CCL20 em sobrenadante de macerados de cérebro e medula espinhal
através de ELISA;

(i)  analise do infiltrado celular de cérebro e medula;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Inicialmente foi realizada uma avaliacdo in vitro do efeito dos derivados da
genisteina, utilizando-se a linhagem de macrofagos murinos J774.A1 estimulados
com LPS e IFN-y. Os macréfagos J774A.1 foram cultivados na presenca dos
derivados 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 para avaliagdo da citotoxicidade, dosagem de NO e
dosagens de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12. O derivado 3 (7-O-
tetradecanoil-genisteina) referido neste estudo como TDG foi selecionado para os
estudos in vivo, em fungédo dos resultados interessantes obtidos na etapa in vitro,
principalmente pela manutengcdo da capacidade de inibir os mediadores
inflamatorios na menor concentracdo testada (52 pM), por suas caracteristicas
fisico-quimicas como o grau de solubilidade do composto. Na segunda etapa do
estudo o modelo de EAE foi induzido e os animais foram tratados com TDG ou com
genisteina utilizada neste estudo como um composto de referéncia em funcédo dos
estudos prévios que demonstraram sua capacidade em melhorar os sinais clinicos
da EAE através da modulacao da producéo de citocinas (DE PAULA et al., 2008).

Os animais com EAE induzidos nao tratados (grupo NT-EAE), induzidos
tratados com TDG (grupo TDG), induzidos tratados com genisteina (grupo
genisteina) ou ndo induzidos e nao tratados (grupo CT) foram avaliados por meio
dos seguintes parametros: escore clinico, produ¢do das citocinas IFN-y, IL-17, TGF-
B, IL-6 e IL-10 e quimiocina CCL20 em sobrenadante do macerado de medula e
cérebro, expressao de marcadores celulares e citocinas intracelulares por citometria
de fluxo em células mononucleares isoladas de cérebro (IL-17°CD4", Foxp3*CD4",
CTLA4'CD3" e IL-10"CD4") e andlise do infiltrado celular do cérebro e medula,

sendo o delineamento experimental esquematizado na figura 5.
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CITOTOXICIDADE
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MEDULA

ANALIISE HISTOPATOLOGICA
DE CEREBRO E MEDULA

Os derivados da genisteina foram sintetizados no Departamento de Quimica,

no Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os ésteres

de genisteina 2, 3, 4 e 5, foram preparados por reacédo da genisteina (1) com acidos

graxos na presenca de diciclohexilcarbodiimida (DCC) e dimetilaminopiridina

(DMAP) em diclorometano (Figura 5). Os éteres de genisteina 6, 7 e 8 foram obtidos

por tratamento da genisteina (1) com tert-butéxido do potassio em N, N-

dimetilformamida (DMF) e adicdo do correspondente alquil iodeto (Figura 4).
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OR,
2 -R; = H, R, = CO(CH,);oCH3, 60% 6 -R; = CHy(CHy);oCH; R, =H, 60%
3-R; =H, R, = CO(CHy);,CH; 60% 7 -Ry = CHy(CHy);,CH; R, = H, 60%
4 -R; =R, = CO(CH,),(CH; 25% 8-R; =R, = CH,y(CH,);(CHj 25%

5-R, =R, = CO(CH,);,CHj 25%

Figura 5 Preparacdo dos derivados da genisteina: Monoésteres (2,3), diésteres (4,5), monoéteres
(6,7) e diéter (8). Reagentes e condicbes: a) diciclohexilcarbodiimida, dimetilaminopiridina,
diclorometano. b) tert-butéxido do potassio, alquil iodeto.

Na tentativa de confirmar em que posicdo ocorreu a eterificacdo dos
compostos mono-eterificados, o composto 6 foi submetido a uma reacdo de
acetilacdo em anidrido acético e piridina conduzindo ao composto di-acetilado 9,
com a intencdo de avaliar a influéncia dos grupos acetil nos deslocamentos dos
sinais de H6, H8, H3' e H5' nos espectros de RMN de *He dessa forma propor em
que posicdo houve a eterificacdo. O espectro de RMN de 'H do composto 9
evidenciou que houve acetilagdo nas posi¢coes 4'-OH e 5-OH por comparagdo com
dados espectroscépicos de analogos descritos na literatura (Al-Maharik e Botting,

2008) indicando que a eterificagdo ocorreu na posicao 7-OH (Figura 6).

H;C(H,0)1,0 H;C(H,0),,0

Figura 6 Sintese do composto 9. Reagentes e condi¢des: a) Ac,O, piridina, temperatura ambiente,
24h.



40

4.3 Avaliacdo do efeito dos derivados de genisteina em macrofagos J774
estimulados com LPS e IFN- y

4.3.1.Linhagem celular e cultura

Macréfagos J774.A1 (2x10° cell/mL) foram cultivados em placas de 96 pocos
em RPMI-1640 suplementado com 2mM L-glutamina, 100 pg/mL de antibiético
(estreptomicina e penicilina), 5% de soro fetal bovino (SFB), mantido a 37C em 5%
de CO,. Os macrofagos foram cultivados por 12, 18 e 48 horas na presenca ou
auséncia de genisteina ou seus derivados nas concentragcdes de 52, 104 e 208 uM e
estimulados ou ndo com LPS (1pg/mL) e IFN-y (0.9 ng/mL) em triplicata. Como
controle negativo foram utilizados células apenas estimuladas com LPS e IFN-y e
nao tratadas, células ndo estimuladas com LPS e IFN-y, mas tratadas com
genisteina ou derivados e células ndo estimuladas e tratadas apenas com DMSO

1% (diluente utilizado na dissolucdo da genisteina e derivados).

4.3.2 Avaliacao da citotoxicidade da genisteinae d  erivados

A viabilidade dos macréfagos J774.A1 foi determinada pelo método
colorimétrico do MTT (corante Thiazol Blue Tetrazolium Bromido - Sigma, St. Louis,
MO, USA). Para o teste, ap0s o tempo de cultura de 48 horas os sobrenadantes
foram coletados para posterior dosagem de NO e a seguir 100 uL de RPMI foram
adicionados em todos os pogos contendo as células cultivadas por 48 horas, em
seguida 10uL de MTT (5mg/mL) também foram acrescentados a cada poco. A placa
foi incubada a 37C em estufa com 5% de CO ,. Transcorrido o periodo de 4 horas a
reacdo foi finalizada com o acréscimo de 100 pL de alcool isopropilico acidificado
com HCL 0,4%. A absorbancia foi lida a 570 nm e a citotoxicidade (%) obtida pela
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formula 100-((§ 1/ ;2)*100), considerando ;1 e ;2 a media da OD (570nm) nos pog¢os

de células tratadas com os derivados e células nado tratadas, respectivamente.

4.3.3 Determinacédo da producao de NO

A concentracdo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito) foi
medida pelo método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de cultura. Para
realizacdo do teste 100 pL de sobrenadante de cada pogo foram transferidos para
placas de 96 pocos, posteriormente foi acrescentado igual volume de reagente de
Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 2,5%
HsPO,4, Sigma, St. Louis, MO, USA). A concentracdo de NO foi determinada por
comparacdo com uma solucédo padrao de nitrito de sédio. A absorbancia medida a
540 nm. O N®- monometil-L-arginina (L-NMMA\) foi utilizado como padrao positivo do

controle da inibicdo. A porcentagem de inibicdo foi calculada em relacdo a inibic&o

do L-NMMA e células apenas estimuladas.

4.3.4 Dosagem de citocinas

As citocinas IL-12 e TNF-a foram quantificadas pelo método de ELISA. As
dosagens de IL-12 foram realizadas em sobrenadante apds 18 horas de cultura e o
TNF-a avaliado em sobrenadante de 12 horas. A leitura da reacao foi feita a 450 nm.

Os resultados para obtencéo da porcentagem de inibicdo foram calculados usando a

férmula 100-((;1&2)*100), considerando X; (a média da concentracdo de IL-12 ou

TNF-a (pg/mL) nos pogos contendo os compostos analizados) e ;2 ( a média da
concentracdo IL-12 ou TNF-a (pg/mL) de células somente estimuladas né&o tratadas).
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4.4 Avaliacéo do derivado TDG no modelo in vivo de EAE

4.4.1 Animais

Para a inducédo da EAE foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6
fémeas, com 8-10 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de Biologia
da Reproducédo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Os animais
foram mantidos na sala de manutencdo do laboratdrio de Imunologia em estantes
ventiladas (25°C) e dieta ad libitum. Todos os procedimentos foram de acordo com
os principios do Cddigo Brasileiro para a Utilizacdo de Animais de Laborat6rio. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da
UFJF (n°026/2008).

4.4.2 Inducéo do Modelo de EAE

Os camundongos foram divididos em quatro grupos (17 animais/grupo)
(Tabela 1).

Tabela 1 Distribuicdo dos animais em grupos, tratamento, dosagem e via de administracdo
dos compostos.

Grupos EAE TRATAMENTO

(17 animais/grupo) (quantidade/ via de administraco)

NT-EAE Induzido Nao recebera tratamento

Genisteina Induzido Tratado com genisteina (200 mg/Kg de peso, s.c.dorsal)
TDG Induzido Tratado com TDG (200mg/Kg de peso, s.c dorsal).

CT N&o induzido Nao tratado




43

Cada animal foi imunizado por via s.c. em ambos os lados da base da cauda
com total de 100 ug do peptideo MOGg3s.55 (Sintetizado no Laboratorio de Biofisica da
Universidade Federal de Sdo Paulo) emulsificado em CFA suplementado com 400
Mg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, MI). No dia
da imunizacdo e 48 horas apds a imunizacado os animais receberam 300 ng/mL de

toxina pertussis (Sigma, EUA, St. Louis, MO, USA) via i.p, conforme apresentado na

figura 7.
N\
C57BI/6 fémeas 6-8 semanas (n=6 animais/grupo)

Camundongos
foram pesados e

abservados

diariamente
durante 21 dias
L o . ) ) ~ pos imunizagao

o Tratamento foi |n|cuado‘no 1‘4.L d!a apos a imunizagdo  para determinagao
300ng/animal de com 7-0O- tetradecanoil-genisteina ou genisieina do escore.
toxina pertussis. (200 mg/kg, via sub-cutinea)
L= <L <=
0dp.i 2dpi 14dpi 21dpi

Os camundongos foram imunizados em
ambos os lados da base da cauda com 100
1g do peptidio glicoproteina de
oligodendrocito (MOG35-45).

300ng/animal de toxina pertussis.

Figura 7 Processo de indugdo do modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE), periodo
de avaliacao do escore clinico.

Os animais foram pesados dia 1 até o 21°ap6és a ind ugdo do modelo de EAE,
guando ocorreu a eutanasia. A analise do escore foi realizada do dia 0 ao 21 apés a
inducdo, sendo clinicamente avaliados e classificados com relagdo a incapacidade



neurolégica através da escala apresentada na tabela 2, adaptada por De
colaboradores (2008). O escore final foi realizado somando-se os

44

Paula e

escores

apresentado em cada parte do animal. Apés o 14°dia da inducdo do modelo os

animais comecaram a ser tratados com 200 mg/Kg como anteriormente estabelecido

por De Paula e colaboradores (2008) de genisteina ou TDG por via s.c. durante 7

dias obedecendo-se sempre o mesmo horario.

Tabela 2 Escala neuroldgica clinica para avaliar a EAE.

Parte do animal Sinais clinicos Escore®

Cauda Nenhum sinal clinico 0
Perda do tonus muscular da cauda 1
Paralisia 2

Membro-posterior Nenhum sinal clinico 0
Fraqueza de uma das patas do animal 1
Fraqueza de ambas as patas do animal 2
Paralisia de uma das patas 3
Paralisia de ambas as patas 4

Membro-anterior Nenhum sinal clinico 0
Fraqueza de uma ou ambas as patas do 1
animal
Paralisia de uma ou ambas as patas do 2
animal

Bexiga Continéncia 0
Incontinéncia 1

% Pontuacdo numérica estabelecida arbitrariamente. (Adaptado: Soucy et al., 2006)
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4.4.3 Tratamento com genisteina e derivado 3 (7- O-tetradecanoil-genisteina -
TDG)

Os animais foram tratados através da via s.c. por 7 dias, sendo que a partir do
14° dia apés a inducdo cada animal recebeu 200mg/kg de peso dos compostos
utilizados para os tratamentos (De PAULA et al., 2008).

4.4.4 Eutanasia e coleta de tecidos e 6rgaos dos an  imais

Antes da eutanasia o sangue dos animais foi coletado pelo plexo oftalmico. No
21°dia ap6s a imunizacgdo, os animais foram eutanaziados com uma dose letal de
xilazina (2%) e ketamina (5%) e perfundidos no ventriculo esquerdo com tampéo
salina fosfato (PBS).

Os cérebros foram coletados para realizacdo de citometria (8 animais),
dosagens de citocinas no sobrenadante (5 animais) e analise histopatologica (4
animais). A medula foi coletada para dosagem de citocinas (13 animais) e analise
histopatolégica (4 animais). Em funcdo da dificuldade de isolar células
mononucleares da medula e pela escassez de tecido obtido foi decidido nédo realizar
a citometria de fluxo neste tecido.

Para a dosagem de citocinas por ELISA os tecidos foram retirados
rapidamente e armazenados em freezer -70°C. Os 0Orgdos destinados a andlises
histopatolédgicas foram armazenados em formaldeido 10% diluido em PBS.

Os cérebros destinados a citometria de fluxo foram coletados e imediatamente
processados para separacdo das células mononucleares do cérebro e estas foram
submetidas aos protocolos de marcacao extracelular e intracelular.

Os linfonodos e bacos também foram coletados para realizacdo de estudos

posteriores.
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4.4.5 Isolamento e preparagdo de células mononuclea res do cérebro

Os cérebros coletados para realizacdo da citometria de fluxo, todos os
cérebros do mesmo grupo foram macerados juntos em meio RPMI-1640 com 10%
de SFB. O macerado foi passado por um filtro de 70um (BD Biosciences, Bedford,
USA). As células do cérebro foram posteriormente incubadas com RPMI contendo 2
mg de colagenase D (Roche, Mannheim, Germany) a 37°C por 45 minutos,
submetidas a uma constante agitacdo. As células mononucleares foram separadas
por um gradiente de Percoll e submetidos a uma lavagem com solucao de PBS, 1%
SFB e 0.09% de azida sodica, conforme descrito por Blacon e colaboradores (2008).
A seguir as células foram lavadas em solucéo de ACK, centrifugadas a 1500 rpm por
5 minutos e resuspensas em PBS, 1% SFB e 0.09% de azida sodica.

4.4.6 Avaliacdo de marcadores celulares e citocinas intracitoplasmaticas por

citometria de fluxo

Células isoladas do cérebro foram incubadas com anticorpos anti-mouse CD3-
peridina-clorofilproteina (PerCP), anti-mouse CTLA-4-ficoeritrina (PE) ou anti-mouse
CD4-PerCP (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Apds 30 minutos de
incubacéo a 4°C, as células foram lavadas com tampé&o de marcagdo PBS, 1% SFB
e 0.09% de azida sodica e tampdo de fixacdo contendo paraformaldeido (BD
Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA) e lavada em tampéao de permeabilizacéao
(BD Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA). ApGs as marcacgfes extracelulares
as células foram submetidas as marcacdes intracelulares com anticorpos anti-mouse
IL-10-PE, anti-mouse IL-17A-Alexa Fluor 488, anti-mouse Foxp3— Alexa Fluor 488
(BD Biosciences PharMingen, San Diego, USA). A captura das células foi feita
utilizando-se o citdmetro de fluxo FACS Calibur- OSX e as analises realizadas com

FCS express version 3.
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4.4.7 Dosagens das citocinas (IL-17, IL-6, TGF B, IFN-y e IL-10) e da quimiocina
(CCL20) por ELISA

Cérebros e medula espinhal de 5 animais por grupo foram removidos,
pesados e homogeneizados (100mg/mL) em solucédo de extracdo contendo 0.4 M
NaCl, 0.05% de tween 20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA), 0.5% de
albumina soro bovino, 0.1M de fenilmetilsulfonil fluoride. Placas de ELISA foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido em tamp&o especifico conforme
especificado no protocolo de instrucdo (BD Biosciences, Pharmigen, San Diego,
USA), incubadas “over night”, em seguida lavadas com PBS-Tween quatro vezes e
bloqueadas com PBS-Soro Fetal por 30 minutos. Apés este periodo, as placas foram
lavadas novamente e, em seguida as amostras e os padrfes de citocinas foram
adicionados nos pocos das placas. As placas foram entdo incubadas por 18 horas a
4<. Terminada a incubacdo, as placas foram lavadas e o 2% anticorpo biotinilado
acrescentado. A placa foi incubada por mais 1 hora a temperatura ambiente e mais
quatro lavagens foram feitas e, apds a colocacdo do conjugado enzimatico
estreptovidina-biotina, as placas foram incubadas por mais 1 hora. Transcorrido o
tempo de 1 hora, a reacéo foi revelada pela adi¢do do substrato e por fim bloqueada
com &cido sulfarico 2N e a leitura feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190,
Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas e quimiocinas foram
calculadas a partir das curvas-padréo, obtidas pelas diferentes concentracdes dos
respectivos recombinantes para IFN-y, IL-17, IL-6, TGF-B, IL-10 e CCL20 (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA).

4.4.8 Andlise histologica do cérebro e medula

Para avaliar o grau de inflamagédo do SNC, quatro animais por grupo foram
eutanaziados no 21° dia apos a inducdo. O cérebro e a medula dos animais foram

coletados e armazenados em formaldeido 10% diluido em PBS. Para inclusao em
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parafina o cérebro foi dividido em 3 partes por meio de cortes transversais e a
medula foi dividida em 4 partes também com cortes transversais. Apos a incluséo o
material foi cortado em secbes 4 um de espessura, procedeu-se a montagem das
laminas e posteriormente os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina (H&E)

para avaliacdo da presenca de infiltrados.
As imagens foram obtidas usando o microscopio Olympus BX51 e os

resultados foram registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics ™).

4.4.9 Analise estatistica

Os resultados apresentados nos testes in vitro sdo representativos da média
de trés experimentos independentes. Os resultados apresentados nos testes in vivo
sao representativos de dois experimentos independentes. Todos os dados foram
analisados por teste de Kruskall-Wallis (GraphPad Prism 5.00), e as diferencas

foram consideradas para valores de p<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do efeito dos derivados da genisteina na viabilidade celular e
producdo de NO, IL-12 e TNF- a em linhagem de macrofago J774.Al

estimulados com LPS e IFN- y

Os resultados obtidos nos experimentos in vitro, sdo representativos de trés
experimentos independentes. A verificacdo dos efeitos dos derivados na viabilidade
celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT apos cultivo dos
macréfagos por 48 horas. Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que 0s
compostos testados nao foram citotoxicos, pois a viabilidade celular foi 100% para
todos os compostos testados.

A avaliacdo do efeito modulatério dos novos derivados da genisteina em NO,
IL-12 e TNF-a produzidos por macréfagos J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y,
mostram que 0s compostos 2, 3, 5, 6, 7 e 8 foram capazes de inibirem a producao
de IL-12 pelos macréfagos J774.A1 (Tabela 3). Entretanto, os derivados ndo foram
eficientes na inibicdo de TNF-a, sendo que apenas o composto 2, na concentracao
mais elevada (208 pM), promoveu uma reducédo de 12.9% do TNF-a. Entretanto, a
genisteina apresentou-se eficiente na reducédo de TNF-a em todas as concentracoes
testadas (Tabela 3).

Os compostos 2, 3, 6 e 7 inibiram a producdo de NO de maneira dose-
dependente. Os diésteres 4 e 5 ndo foram eficientes na inibicdo de NO (Tabela 3).



Tabela 3 Inibi¢cdo da produgdo de NO, IL-12 e TNF-a por derivados lipofilicos da genisteina em macréfagos J774A.1 ativados com LPS e IFN-y.

Viabilidad
Combonente NO® IL-12° TNF-o rapridade
Pe! 208" 104 52 208 104 52 208 104 52 celular
2 118.44%  102.16%  50.35% 83.08% 86.44% 84.39% 12.9% 10.75% 3.87% 100%
(*1.1)° (£2.4) (+1.0) (£1.5) (£2.6) (+2.9) (#1.3) (¢3.5) (+15.6)
3 106.36%  67.8% 51.9% 55.7% 68.04% 64.05% 0% 0% 0% 100%
(x0.8) (#3.2) #2.7) (+2.4) #3.7) (#8.2)
4 0% 0% 0% 18.91% 48.32% 29.59% 0% 0% 0% 100%
(£1.5) (+1.6) (x0.2)
5 0% 0% 0% 76.32% 81.37% 68.29% 0% 0% 0% 100%
(22.5) (£4.6) (£4.5)
6 11161%  62.82%™  34.53%™ 88.71% 80.31% 65.67% 0% 0% 0% 100%
(+15) (6.7) (:0.6) (£2.0) (+45) (+16)
7 90.45% 50.13%™  24.28%"™ 69.27% 97.25% 97.09% 0% 0% 0% 100%
(+2.9) #1.1) (#2.2) (#2.7) (x0.9) (*0.1)
8 51.88%™  25.47%™  11.28%™ 94.35% 88.95% 47.78% 0% 0% 0% 100%
(+5.4) (+1.9) (+3.8) (#3.3) (+0.5) *1.2)
Genisteina ~ 124.93%  91.48% 56.71% 43.88% 21.5%" 10.87%" 77.42% 70.51% 62.1% 100%
(20.9) (+15) (£4.0) (£19) (#42) (#3.1) (4.2) (+1.9) (+1.1)

#Derivados da genisteina: (2,3) monoésteres, (4,5) diésteres, (6,7) monoéteres e (8) diéter.

b Concentragdo das substancias (uM).
°A porcentagem de inibicdo foi calculada em relacdo ao L-NMMA e as células estimuladas com LPS e IFN-y. Os resultados foram calculados usando 100-(( X 1-A)/( X »-

A))*100, considerando X1 e X, a média da concentracdo de NO (uUM) nos pogos contendo o analogo e com as células somente estimuladas, respectivamente. “A”

corresponde a concentragdo de NO no sobrenadante das células tratadas com L-NMMA.

4 As porcentagens de inibicdo das citocinas foram calculadas usando a férmula 100-(( X 1/ X 2)*100), considerando X1 e X, a média da concentragcdo de IL-12 ou TNF-a
(pg/mL) nos pocos contendo os derivados e células apenas, ambos estimulados.
¢ Desvio padréo (resultados sdo representativos de trés experimentos independentes)

"S N&o significante em relag&o as células nao tratadas.
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5.2 Avaliacdo do efeito do derivado TDG e da genist eina nos sinais clinicos
dos animais com EAE

Inicialmente foi avaliado o efeito do TDG e da genisteina no curso dos
sintomas clinicos da EAE através do peso e escore clinico dos animais que foram
registrados durante todo o experimento até o dia do sacrificio (21° dia apds a
inducdo). Com relacdo ao peso, nado foi observada variacdo significativa entre os
grupos (Figura 8A). Com relagdo ao escore clinico o grupo EAE mostrou-se
aumentado com relacdo ao controle & partir do 13°a pdés a inducéo (p<0.01). O pico
do escore clinico neste grupo se deu entre os dias 18°e 19° apds a inducéo e
decresceu a partir deste ponto. No grupo tratado com o derivado TDG o pico se deu
entre os 15° e 16° pos-indugdo, decrescendo a parti r deste dia, sendo que a
diminuicdo do escore com relagdo ao grupo EAE ocorreu a partir do 18°dia apés a
inducao até o 21°dia do sacrificio (p<0.05). No gr upo tratado com genisteina o pico
do escore clinico se deu no 15°dia pos-inducéo, di minuiu e tornou a aumentar entre
0 17° e 18°dia apos a inducao, entretanto, ocorreu um decréscimo do escore a partir
do 18° dia pos-inducdo, que se manteve até o dia do sacrificio. Entre os grupos
tratados com derivado TDG e genisteina ndo ocorreu diferenca no escore clinico
(Figura 8B).
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Figura 8 Média do peso e escore clinico. (A) Peso dos camundongos (n=17 por grupo) imunizados ou
ndo com peptideo MOG 35.55. (B) Escore clinico de camundongos (n=17 por grupo) imunizado com
peptideo MOG 3s5.55. Os sinais clinicos foram registrados do dia 0 até o dia 21 apds a imunizacéo.
Tratamento com TDG ou genisteina tiveram inicio no 14° dia apés a imunizacdo. CT= grupo nao
imunizado, NT-EAE= grupo imunizado n&o tratado, genisteina= grupo imunizado tratado com
genisteina e TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-genisteina. Cada ponto representa a
médiatSEM. *p<0.01 de genisteina versus NT-EAE e TDG versus NT-EAE.
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5.3 Tratamento com TDG reduz a porcentagem de célul as produtoras de IL-17,
aumenta a porcentagem de células expressando Foxp3 "CD4", CTLA-4°CD3" e

células CD4 * produzindo IL-10 no cérebro

O ndmero de células mononcleares isoladas do cérebro foram 0.2 x 10° (CT),
7 x 10° (NT-EAE), 2.2 x 10° (TDG) e 1.5 x 10° (genistein). .A inducdo da EAE
promoveu um aumento na porcentagem de células T CD4" produtoras de IL-17 no
cérebro dos animais. Este resultado pode ser observado quando comparamos o
grupo NT-EAE como o grupo controle ndo induzido (CT) (p<0.05). O tratamento com
o TDG reduziu a porcentagem de células IL-17°CD4" em quantidades inferiores ao
grupo genisteina (p<0.05) (Figura 9A).

De acordo com os resultados obtidos, a inducdo da EAE promoveu um
decréscimo na porcentagem de células T CD4" expressando o fator de transcrigéo
Foxp3 em relacdo ao grupo CT (p<0.05). Entretanto, o tratamento com TDG
aumentou a populacdo celular CD4" expressando Foxp3 em quantidades
equivalentes ao grupo CT, assim como a genisteina (Figura 9B).

A inducdo reduziu a porcentagem de células CTLA-4"CD3" no grupo NT-EAE
em relagdo ao grupo CT (Figura 9C). O tratamento com TDG aumentou a
porcentagem de células CD3" expressando CTLA-4, o que também pode ser
observado no tratamento com genisteina, entretanto, aumento neste caso foi
significativamente inferior em relagéo ao grupo TDG (Figura 9C).

A porcentagem de células CD4" produzindo IL10 no cérebro foi menor no
grupo NT-EAE em relacdo ao grupo CT (p<0.05). O TDG aumentou a porcentagem
de células T CD4" produtoras de IL-10" em comparacgdo ao grupo NT-EAE (Figura
9D), este aumento também foi observado no grupo tratado com genisteina em
relacdo ao grupo NT-EAE (Figura 9D).
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Figura 9 Porcentagem de células T IL-17°CD4"(A), Foxp3'CD4"(B), CTLA-4°CD3" (C) e IL-10°CD4"
(D) determinada por citometria de fluxo de células mononucleares isoladas do cérebro (n=8 animais
por grupo) no 21° dia ap6s a imunizacdo com peptideo MOG 3555. Tratamento com TDG ou
genisteina tiveram inicio no 14° dia apds a imunizagdo. CT= grupo nao imunizado, NT-EAE= grupo
imunizado nédo tratado, genisteina= grupo imunizado tratado com genisteina e TDG= grupo imunizado
tratado com O-tetradecanoil-genisteina. * = p < 0.05 versus genisteina. ** = p < 0.05 versus NT-EAE.
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5.4 Tratamento com TDG reduz a concentracdo de IL-1 7, IFN-y e IL-6 em
homogenato de cérebro e medula sem alterar as conce ntragdo de TGF- . A
concentracéo de IL-10 no homogenato de medula aumen  ta no tratamento com
TDG

A dosagem de IL-17 no macerado de cérebro e medula (Figura 10A,B)
demonstra que a concentragcdo desta citocina foi menor no grupo TDG em
comparacao ao grupo NT-EAE (p<0.05) (Figura 10A,B). No cérebro a concentracéo
de IL-17 foi menor no tratamento com TDG em relacdo ao tratamento com
genisteina (p<0.05) (Figura 10A). Na medula n&do foi verificada diferenca na
concentracéo de IL-17 entre os tratamentos com TDG ou genisteina (Figura 10B).

A inducdo da EAE elevou a producéo de IFN-y no cérebro e medula que é
apresentado pela alta concentragdo de IFN-y do grupo NT-EAE em relagdo o grupo
CT (p<0.05) (Figura 10A,B). O tratamento com TDG reduziu a concentracéo de IFN-y
no cérebro e medula, assim como, o tratamento com genisteina (p<0.05) (Figura
11A,B).

A citocina IL-6 que aparece elevada no grupo NT-EAE em relacdo ao grupo
CT, foi igualmente reduzida no tratamento com TDG e genisteina no cérebro e
medula (p<0.05) (Figura 12A,C). Assim como a IL-6, o TGF-3 também aparece em
concentracdo significativamente mais elevada no grupo NT-EAE em relacdo ao
grupo CT. Entretanto, os tratamentos com TDG ou genisteina ndo promoveram uma
reducao significativa do TGF-8 em relacéo ao grupo NT-EAE no cérebro, contudo os
tratamentos apresentam uma tendéncia a reducdo do TGF-B (Figura 12B). A
concentracdo do TGF-B na medula n&o foi diferente entre o grupo TDG e NT-EAE
(p>0.05), entretanto, a genisteina estimulou a producdo de TGF-f em comparacao
ao grupo NT-EAE (Figura 12D) (p<0.05).

A producgéo de IL-10 na medula também foi estimulada pelo tratamento com
TDG em relacdo ao grupo NT-EAE (Figura 13). O aumento de IL-10 promovido pelo
tratamento com TDG foi maior do que o observado no grupo tratado com genisteina
(p<0.05), apesar de ambos terem estimulado a producdo de IL-10 quando

comparados ao grupo NT-EAE (p<0.05).
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Figura 10 Concentracao de IL-17 no homogenato de cérebro (A) e medula (C) (n=5 animais por
grupo) medidas por ELISA no 21° dia apds a imunizacdo com peptideo MOGgzs.55. Tratamento com
TDG ou genisteina tiveram inicio no 14° dia apds a imunizagdo. CT= grupo ndo imunizado, NT-EAE=
grupo imunizado nédo tratado, genisteina= grupo imunizado tratado com genisteina e TDG= grupo
imunizado tratado com O-tetradecanoil-genisteina. * = p < 0.05 versus genisteina. ** = p < 0.05 versus

NT-EAE.
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Figura 11 Concentracao de IFN-y em cérebro e medula. As concentracao de IFN-y foram medidas por
ELISA no 21° dia ap6és imunizagcdo com peptideo MOG 3555 em homogenato de cérebro (A) e medula
(B). CT= grupo ndo imunizado, NT-EAE= grupo imunizado néo tratado, genisteina= grupo imunizado
tratado com genisteina e TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-genisteina. * = p < 0.05
versus genisteina. ** = p < 0.05 versus NT-EAE.
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Figura 12 Concentragdo de IL-6 (A,B) e TGF-B (C,D) em homogenato de cérebro e medula. As
concentracdes de IL-6 e TGF-B foram medidas por ELISA no 21° dia apds imunizacdo com peptideo
MOG 3555. . CT= grupo ndo imunizado, NT-EAE= grupo imunizado nao tratado, genisteina= grupo
imunizado tratado com genisteina e TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-genisteina. *
= p < 0.05 versus genisteina. ** = p < 0.05 versus NT-EAE.
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Figura 13 Concentracdo de IL-10 no homogenato de medula (n=5 animais por grupo) medidas por
ELISA no 21° dia ap6s imunizacdo com peptideo MOG 3555. Tratamento com TDG ou genisteina
tiveram inicio no 14° dia ap6s a imunizagdo. CT= grupo ndo imunizado, NT-EAE= grupo imunizado
ndo tratado, genisteina= grupo imunizado tratado com genisteina e TDG= grupo imunizado tratado
com O-tetradecanoil-genisteina. * = p < 0.05 versus genisteina. ** = p < 0.05 versus NT-EAE.
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5.5 Andlise da quimiocina CCL20 no macerado de cére  bro e medula dos

camundongos C57BI/6 tratados com TDG

Ao analisar a concentracdo de CCL20 no macerado de cérebro e medula
pode-se observar um aumento de CCL20 no grupo NT-EAE quando comparado ao
grupo CT tanto no cérebro como na medula (p<0.05) (Figura 13A,B). O tratamento
com TDG reduziu a concentracdo de CCL20 em relacdo ao grupo NT-EAE, no
cérebro e na medula (p<0.05) diferente do tratamento com genisteina que reduziu a
concentragdo de CCL20 apenas na medula, entretanto, esta redugéo foi maior do

que a observada no tratamento com TDG (p<0.05) (Figura 13).
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Figura 14 Concentracdo de CCL20 em cérebro e medula. A concentracdo de CCL20 foi medida por
ELISA no 21° dia ap6s imunizagdo com peptideo MOG 35.55 em homogenato de cérebro (A) e medula
(B). CT= grupo ndo imunizado, NT-EAE= grupo imunizado nédo tratado, genisteina= grupo imunizado
tratado com genisteina e TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-genisteina. * = p < 0.05
versus genisteina ** = p < 0.05 versus NT-EAE.
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5.6 O derivado TDG reduz o infiltrado celular no cé rebro e medula de animais

com EAE em relagéo ao grupo néo tratado

Na analise histoldgica de laminas dos tecidos de cérebro e medula, coradas
com H&E, foi observado inicialmente que a indugdo da EAE promoveu a formacéo
de um infiltrado celular inflamat6rio no SNC dos animais induzidos (grupo NT-EAE)
em relacdo ao grupo controle negativo ndo induzido (grupo CT). Os cortes
histolégicos do cérebro (Figura 15A,B) e medula (Figura 16A,B) do grupo CT, foram
considerados normais, ou seja, sem presenca de infiltrado celular inflamatério. Em
contraste todos os animais do grupo NT-EAE apresentaram infiltrado celular
inflamatorio meningeal no cérebro, representado na figura 15 (C,D). Na medula dos
animais do grupo NT-EAE foi possivel verificar a presenca também de focos
periféricos de infiltrado celular inflamatério (Figura 16C,D,E,F).

Nas analises dos cortes histoldégicos de cérebro (Figura 15E,F) e medula
(Figura 16G,H,1,J) dos animais tratados com TDG, assim como, nos animais tratados
com genisteina, ndo foram observados infiltrados inflamatérios meningeais. O
aspecto geral dos cortes histologicos de cérebro e medula do grupo TDG e
genisteina € semelhante ao grupo CT, exceto pela presenca de uma vacuoliza¢ao
também observada no grupo NT-EAE e ausente no grupo CT.
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Figura 15. Cérebros de camundongos C57BI/6 imunizados com peptideo MOGa3s.s5,. As figuras séo
representativas da analise histoldgica de cada grupo experimental: CT= grupo ndo imunizado (A, B),
NT-EAE= grupo imunizado néo tratado (C, D), TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-
genisteina tratado (E, F), genisteina= grupo imunizado tratado com genisteina (G, H), coradas com
H&E e capturadas em uma magnificacdo de 20x (A, C, E e G) e 40x (B, D, F e H), escala de barra=
100 um. Nos cortes histolégicos de cérebros dos C57BI/6 pertencentes ao grupo NT-EAE (C,D)
observa-se a presenca de infiltrado celular inflamatério meningeal (setas) ausente no grupo CT (A, B)
gue apresenta uma histologia normal sem regides inflamatorias. No tratamento com TDG (E, F) ou
com genisteina (G, H) também n&o foi observado infiltrado celular inflamatorio, a histologia do cérebro
dos animais dos grupos tratados foi semelhante ao grupo CT (A, B).
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Figura 16. Medulas de camundongos C57BI/6 imunizados com peptideo MOG3s.s5. As figuras sao representativas da analise histolégica de cada grupo
experimental: CT= grupo ndo imunizado (A, B), NT-EAE= grupo imunizado néo tratado (C, D, E e F), TDG= grupo imunizado tratado com O-tetradecanoil-
genisteina tratado (G, H, | e J), genisteina= grupo imunizado tratado com genisteina (K, L), coradas com H&E e capturadas em uma magnificacao de 4x (A,
C,E, G, leK)ed0x (B, D, F, H,J el), escala da barra= 50uM (4x) e 100uM (40x). Nos cortes histol6gicos da medula dos animais pertencentes ao grupo
CT (A, B) foi observado um tecido normal sem infiltrado inflamatério, em contraste os cortes histoldgicos de medula dos camundongos do grupo NT-EAE (C,
D, E e F) apresentaram infiltrados celulares inflamatorios (setas). No tratamento com TDG (G, H, | e J) ou com genisteina (K, L) também nao foi observado
infiltrado celular inflamatério, semelhante ao observado no grupo CT (A, B).
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6 DISCUSSAO

A genisteina (4, 5, 7 — trihidroxisoflavone) é um isoflavonoide que atua
através de diferentes mecanismos celulares tais como, decréscimo de mediadores
pro inflamatorias (NO, IL-12 e TNF-a), inibicdo da via do NF-kB, inibicdo p38 MAPK,
além de interagir com o0s receptores estrogénicos, sendo diversos estudos
direcionados principalmente a sua aplicacdo em alteracdes fisiologicas de origem
hormonal (AKIYAMA et al., 1987; SETCHELL et al., 2005; COMALADA et al., 2006;
DIJSSELBLOEM et al., 2007). Entretanto, a genisteina apresenta algumas
desvantagens relacionadas a sua estrutura quimica, como baixo nivel sérico na sua
forma livre, rapido metabolismo enterro-hepatico dando origem aos conjugados
glucoronideo e sulfato de genisteina, sendo estes fatores que limita sua aplicacéo
clinica (LEWIS et al., 2000; POLKOWSKI et al., 2004; CAVE et al., 2007).

A lipofilicidade é uma caracteristica importante para atividade de uma
substancia por promover maior difusdo através das membranas biologicas
aumentando a concentracao intracelular do composto (POLKOWSKI et al., 2004).
Os derivados da genisteina apresentados neste estudo sdo mais lipofilicos do que a
genisteina, em funcdo da introducdo de cadeias de hidrocarbonetos com formacéao
de ésteres e éteres. A esterificacdo in vivo € uma reacdo que normalmente ocorre
com os estrogénios endodgenos, sendo que assim como o0s estrégenos enddgenos
os fitoestrogenos também podem sofrer esta esterificacédo, fato que contribui para a
atividade antioxidante destes compostos. Desta forma, a esterificacdo prévia in vitro,
poderia originar um composto biologicamente mais ativo (MENG et al., 1999; LEWIS
et al., 2000;Badeau et al., 2005 ).

Neste estudo inicialmente foi avaliado o efeito dos derivados da genisteina na
producdo de NO, TNF-a e IL-12 por células J774A.1 ativadas com LPS e IFN-y,
onde pode-se observar uma atividade inibitéria similar a da genisteina, exceto para o
TNF-a.

Neste trabalho os derivados da genisteina apresentaram diferentes efeitos na
producdo de NO, IL-12 e TNF-a. Os derivados da genisteina inibiram a producéo de
NO e IL-12, em contraste ndo apresentaram efeito inibitorio na producdo de TNF-a.

Este perfil de modulagcdo com inibicdo de IL-12, mas ndo de TNF-a ou mesmo o
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aumento de TNF-a, jA foi relatado na literatura para outras substancias com
atividade anti-inflamatéria (HO et al., 2001; ROGERS et al., 2005).

Rogers e colaboradores (2005) investigaram a acdo imunomoduladora do
polifenol epigallocatequina galato, presente no cha verde, em modular a resposta
imune em uma cultura priméria de células dendriticas isoladas da medula éssea de
camundongos Balb/c estimulados com LPS, peptideo muramil ou infectados com
Legionella pneumophila. Os resultados obtidos neste estudo mostram que o
epigallocatequina galato é capaz de inibir a producédo de IL-12 de maneira dose-
dependente, mas em contraste aumenta a producdo de TNF-a.

A aspirina que é amplamente utilizada por suas propriedades antiiflamatorias
foi avaliada na regulacdo da resposta imune em cultura de células dendriticas
estimuladas com LPS. Os resultados obtidos demonstram que a aspirina é capaz de
reduzir a producédo de IL-12 e aumentar a producdo de TNF-a por células dendriticas
estimuladas com LPS (HO et al., 2001).

Comalada e colaboradores (2006) trabalhando in vitro com macrofagos de
medula O6ssea de camundongos Balb/c demonstraram o efeito dos flavonoides
quercetina, apigenina, luteolina e diosmetina na inibicdo da expressao de o6xido
nitrico sintase. Entretanto, os resultados deste estudo mostraram que a genisteina e
daidzeina ndo apresentaram uma inibicdo expressiva da producdo de NO. No
presente estudo os derivados monoesteres 2 e 3 e 0 monoéter 6 tiveram similar
capacidade para inibir a producédo de NO em comparacdo com a genisteina.

A atividade inibitoria dos derivados de genisteina avaliados neste estudo na
producdo NO e IL-12 pode estar relacionada com a inibicdo da via de NF-kB, de
forma que estes derivados podem estar atuando de maneira similar a genisteina.
Estudos relatam o papel da genisteina em atuar promovendo a retencédo de NF-kB
no citoplasma impedindo sua translocacdo para o nucleo (AKIYAMA et al., 1987;
GADGEEL et al., 2009). Dijsselbloem e colaboradores (2007) relatam a capacidade
da genisteina em aumentar a expressao p53 uma proteina repressora de NF-kB,
consequentemente promovendo um decréscimo na producdo de IL-12. A
incapacidade em inibir o TNF-a provavelmente envolve uma via independente de
NF-kB. Diversos estudos descrevem vias independentes de NF-kB para a producgao

de TNF-q, tais como, proteina quinase ativadora de mitogénese, ERK1 and ERK2, c-
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Jun N-terminal kinases (LIU et al., 1994; SWEET e HUME, 1996; HAMBLETON et
al., 1996).

Desta forma, apds os estudos in vitro foi feita a escolha do TDG no tratamento
de camundongos C57Bl/6 induzidos com EAE, principalmente pela manutencdo da
capacidade de inibir os mediadores inflamatdrios na menor concentragéo testada (52
UM), por suas caracteristicas fisico-quimicas como o grau de solubilidade do
composto e também pela quantidade disponivel deste derivado para 0 uso nos
testes in vivo.. De Paula e colaboradores (2008) jA mostraram o efeito benéfico da
genisteina em reduzir os sinais clinicos da EAE através da inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias no SNC (De PAULA et al., 2008).

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o tratamento com TDG
melhora os sinais clinicos da EAE por promover a redugéo de células produtoras de
IL-17, reducédo de citocinas IL-17, IL-6 e IFN-y, aumento na porcentagem de células
T Foxp3'CD4" e aumento de IL-10 no SNC dos animais que receberam este
derivado lipofilico da genisteina.

A patogénese da EAE é hoje atribuida principalmente a células Thl7 e as
citocinas relacionadas a este tipo célular principalmente a IL-17 (HUPPERT et al.,
2010). Os tratamentos utilizando TDG ou genisteina promoveram um decréscimo na
porcentagem de células T produzindo IL-17 no cérebro dos animais com EAE. Floris
e colaboradores (2004) demonstraram em seus estudos o envolvimento da IL-17 em
romper a barreira hematoencefalica, um dos principais eventos iniciais na
patogénese da EAE. Segundo Floris e colaboradores (2004) a IL-17 atua formando
espécies reativas de oxigénio que irdo atuar sobre as proteinas de juncdo das
células endoteliais prejudicando a atuacdo destas proteinas e consequentemente
facilitando a entrada de células no SNC. Estudos utilizando anticorpos neutralizantes
de IL-17 previnem o rompimento da barreira hematoencefélica e promovem a
melhora dos sinais clinicos da EAE (KOMIYAMA et al., 2006). Neste trabalho foi
demonstrado que camundongos deficientes na producéo de IL-17 apresentam uma
inibicdo significativa no desenvolvimento da EAE e um atraso no inicio da doenca e
baixo escore clinico em relacdo ao tipo selvagem.

Neste trabalho as concentracfes das citocinas IL-17 e IL-6 no homogenato de

cérebro e medula sofreram reducdo no tratamento com TDG. A IL-6 € uma
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importante citocina envolvida na diferenciacdo de células T “naive” para o subtipo
Thl7 (ZHOU et al.,, 2007; BETELLI et al., 2006; MANGAN et al.,, 2006). A IL-6
aumenta a expressdo do fator de transcricio de receptores o6rfaos nucleares
relacionados (ROR-yt) e consequentemente estimulando a diferenciacdo de células
Th17 (ZHOU et al., 2007).

O tratamento com TDG também promoveu um aumento na porcentagem de
células CD4" expressando Foxp3 que o um fator de transcricdo essencial para a
estabilidade funcional de células Tregs (CHEN et al., 2003). A importancia das
células T em suprimir a EAE é atualmente reconhecida (KOHM et al., 2002; ZHANG
et al., 2011). Zhang e colaboradores (2011) atribuem a melhora da EAE no
tratamento com o composto natural (3- elemeno, isolado da planta medicinal
Rhizoma zedoariae, a capacidade desta substancia em estimular a diferenciacao de
células Tregs e inibir a polarizacdo de células Thl7. A geracdo de Tregs esta
relacionada a presenca de citocina TGF-$ (CHEN et al., 2003; BETELLI et al., 2006).
A concentracdo do TGF-B no cérebro e medula néo foi alterada pelo tratamento com
TDG. Segundo Betelli e colaboradores (2006) o TGF-B tanto pode influenciar a
diferenciacdo de células Th17 como favorecer o perfil de células T reguladoras. Na
presenca de IL-6 o TGF-B atuaria induzindo a polarizacdo Thl7, entretanto, na
auséncia de IL-6 ele favoreceria a diferenciacao de Tregs. Estes dados reafirmam os
resultados apresentados neste estudo uma vez que o tratamento com TDG
promoveu a reducéo de IL-17 e IL-6 sem alterar a concentracao de TGF-p.

Para reafirmar nossa hipotese de que o tratamento com TDG pode melhorar
0s sinais clinicos através do aumento de células Tregs, foi demonstrado no presente
estudo que o tratamento com TDG aumenta também a producédo da citocina IL-10
que é secretada principalmente por células Tregs (SPACH et al., 2006). A citocina
IL-10 tem sido caracterizada por sua atividade supressora de células T efetoras, 0
que promoveria a reducdo dos sinais clinicos da EAE (CUA et al., 2001; CHEN et al.,
2003; ZHANG et al., 2004; SPACH et al., 2006).

Além disso, o tratamento com TDG aumentou também a expressao de
antigeno 4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4). O CTLA-4 é expresso por
células T e se liga ao CD80 e CD86 presentes nas APCs, competindo com a
molécula co-estimulatéria CD28 (ALEGRE et al., 2001). O CTLA-4 € um regulador
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da resposta imune das células T e exerce um papel importante na funcao supressora
das células Tregs (WING et al., 2008). Hurwitz e colaboradores (2002) mostraram a
capacidade da expressdo de CTLA-4 na contencdo da expansdo de células T
encefalitogénicas na EAE. Desta forma, € possivel que o aumento de células CD3
expressando CTLA-4 possa ter favorecido a atividade das Tregs no controle da EAE
no grupo tratado com TDG.

Estando evidente o papel do TDG na regulacéo de células T CD4" produtoras
de IL-17 foi analisado a influéncia deste tratamento na producdo da quimiocina
CCL20, um ligante do CCR6 expresso em células Thl7. No presente estudo
tratamento com TDG promoveu a redugdo da concentracdo de CCL20 no SNC.
Estudos desenvolvidos por Reboldi e colaboradores (2009), demonstraram que
camundongos deficientes em CCR6 séo resistentes a inducdo da EAE,
provavelmente pela incapacidade de penetracdo de células no SNC.

Como abordado ao longo do texto, atualmente as células Thl7 séo
consideradas as principais responsaveis pelo desenvolvimento da EAE, entretanto,
ela compartilha o seu envolvimento nesta patologia com as células Thl, que foram
inicialmente consideradas as células efetoras da resposta autoimune da EAE
(RENNO et al., 1995; JUEDES et al., 2000). Dentro deste contexto, investiga-se a
concentracdo do IFN-y, citocina produzida por células Thl, diretamente
correlacionada com a gravidade da EAE (RENNO et al., 1995; JUEDES et al., 2000;
HEDEGAARD et al., 2008). O tratamento com TDG também mostrou-se eficiente em
reduzir a producéo de IFN-y tanto no cérebro como na medula.

No objetivo de complementar os resultados de citocinas e quimiocinas
identificadas e quantificados no cérebro e medula dos animais, foi também realizado
neste estudo a andlise histolégica de cérebro e medula.

As analises histoldgicas dos tecidos de cérebros e medulas, dos animais
pertencentes aos grupos experimentais, demonstraram que a inducdo da EAE
promoveu a formacao de infiltrado inflamatério celular no cérebro e medula dos
animais induzidos nao tratados. Estudos anteriores, abordando analises histologicas
de tecidos do SNC dos animais com EAE mostraram frequentemente a presenca de
infiltrado celular inflamatorio meningeal e no parénquima de cérebro e medula dos
animais (PIAO et al.,, 2007; KROENKE et al., 2008; MATSUSHITA et al., 2008;
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ZHANG et al., 2011). Como revisto por Goverman e colaboradores (2009) o espaco
subaracnoide é considerado o local inicial para entrada de células no SNC em
funcdo da expressao constitutiva de receptores de quimiocinas o que favoreceria a
entrada das células inflamatorias, justificando a presenca de infiltrado celular
inflamato6rio menigeal no SNC.

Os resultados obtidos demonstraram uma reducédo de infiltrado de células nos
tecidos do SNC no tratamento com TDG ou genisteina, o que poderia justificar a
reducdo dos sinais clinicos dos animais tratados com TDG. Além disso, 0s
resultados apresentados neste estudo reafirmam a hipotese de que a piora nos
sintomas clinicos da EAE estéo correlacionados com o influxo de células no cérebro
e medula, promovendo o aumento no perfil Th17 e Thl.

Portanto pode-se sugerir o TDG como uma possivel terapia no tratamento da
EAE e consequentemente, EM. Entretanto, estudos clinicos devem ser realizados
para completar a avaliacdo desta substancia e confirmar o seu potencial terapéutico
na EM.
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7 CONCLUSAO

» Os derivados lipofilicos da genisteina, assim como a genisteina, ndo alteraram
a viabilidade celular de macréfagos J774 A.1;

* Os derivados da genisteina inibiram a producdo de NO e IL-12, mas néo
inibiram a producédo de TNF-a in vitro.

« Com relacdo ao tratamento com TDG pode-se concluir que este derivado
lipofilico da genisteina, € capaz de melhorar os sinais clinicos da EAE, com a
reducdo na porcentagem de células CD4+ produtoras de IL-17 e aumento da
porcentagem de células Foxp3'CD4", IL-10°CD4", CTLA-4"CD3" no cérebro
dos animais dos animais.

* O tratamento com TDG reduziu a concentracdo de citocinas pré-inflamatérias
(IL17, IL-6, IFN-y) resultando em aumento de células Tregs e produc¢éo de IL-
10 em cérebro e medula.

* TDG promoveu a reducédo de CCL20 em macerado de cérebro e medula.

» A andlise histopatolégica mostrou que o TDG reduziu o infiltrado celular
inflamato6rio no SNC, assim como a genisteina.

Estes resultados da imunomodulacdo induzida pelo derivado lipofilico da
genisteina TDG na EAE permitem concluir que esta substancia possa ter um

potencial terapéutico na EM.
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