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FONTES, L. B. A. Avaliacdo dos efeitos da Licochalcona A e do trans-cariofileno
sobre a encefalomielite autoimune experimental (EAE). 2013. 127p. Dissertacéo
(Mestrado). Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas. Faculdade de

Farmacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

RESUMO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca autoimune, crénica, progressiva, inflamatoria
e desmielinizante do sistema nervoso central (SNC). Devido a similaridade clinica e
histopatoldégica com esta doenca, a encefalomielite autoimune experimental (EAE)
apresenta um modelo clinico experimental amplamente aceito da EM, devido ao fato
de ambos terem processos fisiopatoldégicos mediados por células Thl e citocinas pro-
inflamatorias, como Interferon-gama (INF-y), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-q)
e, mais recentemente, células Th1l7, produtores principalmente de IL-17, e radicais
oxigenados, como NO e H,0, produzidos principalmente por células fagocitarias. Os
medicamentos hoje utilizados para a EM atuam sobre esses mediadores
inflamatorios, porém, apresentam inconvenientes como, custo elevado e/ou efeitos
adversos pronunciados. Devido a isso, a pesquisa por novas drogas para O
tratamento da EM, concentra-se em substancias que sejam capazes de modular a
producdo desses mediadores inflamatdrios com maiores vantagens para o paciente.
No presente estudo a EAE foi induzida em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6 com a MOGgs.55 € 0s animais foram tratados com a Licochalcona A (isolado
e purificado a partir da Glycyrhizza inflata) em doses de 15 e 30 mg/kg/dia e com o
trans-cariofileno (obtido comercialmente em doses de 25 e 50 mg/kg/dia por gavagem
(via oral) a partir do 10° dia até o pico dos sintomas clinicos da doenca. Para verificar
o efeito deste tratamento os seguintes parametros foram utilizados: avaliag&o clinica
dos animais, realizada diariamente através da pesagem e pontuacdo dos escores
neuroldgicos; analise histopatoldgica por hematoxilina e eosina do tecido cerebral e
medula espinhal; producdo de NO, avaliada pelo método de Griess; producdo de
H,O,, pelo método de Pick & Mizel, ambos em cultura de células peritoneais;niveis de
IFN-y, IL-17, TNF-a, quantificados por ELISA no sobrenadante de cultura de
esplendcitos. O resultados mostraram que tanto a Licochalcona A, como

principalmente o trans-cariofileno nas maiores doses administradas causaram
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reducao significativa na neuroinflamacéo e desmielinizagdo no SNC. Os niveis de NO,
H.O, IFN-y, IL-17, TNF-o também apresentaram acentuada reducdo estando
correlacionados com a melhoria dos sintomas clinicos. Os resultados sugerem que a
Licochalcona A e o trans-cariofileno podem modular a producdo de mediadores
inflamatorios, interferindo sobre a patogénese da EAE. Tais substancias podem ser
instrumentos importantes para o tratamento de doencas desmielinizantes
inflamatorias do SNC, tais como a EAE, o modelo clinico experimental mais utilizado

para a esclerose multipla.

Palavras-chave: Esclerose Mdltipla; Encefalomielite Autoimune Experimental;
Imunomoduladores ; Produtos Naturais; Neuroimunologia.
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FONTES, L. B. A. Evaluation of the effects of Licochalcone A and trans-
caryophyllene on experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). 2013. 127p.
Dissertation (Master of Pharmaceutical Sciences). Programa de Pds-Graduacdao em
Ciéncias Farmacéuticas. Faculdade de Farmécia, Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

ABSTRACT

The multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous system
(CNS) with features to be chronic, progressive, inflammatory and demyelinating. Due
to the clinical and histopathological similarity with experimental autoimmune
encephalomyelitis disease (EAE) this became a widely accepted study animal model
of MS because both have pathophysiological processes involving Thl cells and
soluble pro-inflammatory cytokines such as Interferon-gamma (INF-y), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and more recently Th17 cells, primarily producers of IL-17,
oxygen free radicals as NO and H,O, by phagocytic cells. Drugs currently used in
fact act on these inflammatory markers but have many disadvantages such as high
cost and/or pronounced adverse effects. Due to that, the search for new drugs to
treat MS focuses on substances that are able to modulate the production of these
inflammatory mediators with greater advantages to the pacient. In the present study
EAE was induced in female mice C57BL6 lineage with the MOG3s.55 and the animals
were treated with Licochalcone A (isolated and purified from Glycyrhizza Inflata) in
doses 15 and 30 mg/Kg/dia and with trans-caryophyllene (obtained commercially in
doses of 25 and 50 mg/Kg/dia by gavage (oral administration) from day 10° until the
peak of the clinical symptoms of the disease. To verify the effect of this treatment the
following parameters were used: clinical evaluation, was made by a neurological
score of symptoms and weighing; histopathological analysis, for hematoxylin and
eosin staining of the brain and spinal cord tissue at the end of the experiment;
production of NO, evaluated by Griess method; production of H,O,; by Pick Mizel,
both in culture of peritoneal cells; quantification of IFN-y, IL-17, TNF-a was made by
ELISA on the surface of spleen cells culture. Both Licochalcone A, as mainly the
trans-caryophyllene in higher doses caused significant reduction in neuroinflamacéo
and demyelination in the CNS. The levels of NO, H,O; IFN-y, IL-17, TNF-a also
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showed sharp reduction being correlated with the improvement of clinical symptoms.
The results suggest that the Licochalcone A and trans-caryophyllene can modulate
the production of inflammatory mediators, interfering on the pathogenesis of EAE.
Such substances may be important instruments for treatment of CNS demyelinating

inflammatory diseases such as EAE, animal model more used for multiple sclerosis.

Keywords: Multiple Sclerosis, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis;
Immunomodulators; Natural Products; Neuroimmunology.



20

1 INTRODUCAO

A Esclerose multipla (EM) € uma doenca de evolugdo crbénica e
progressiva, mediada por um mecanismo imunologico que acomete o sistema
nervoso central (SNC), sendo caracterizada por processo inflamatorio que leva a
desmielinizacdo, gliose e subsequente dano axonal. E considerada uma
resposta autoimune mediada por células T contra antigenos da mielina, levando
a um posterior processo neurodegenerativo (SOSPEDRA et. al., 2005;
FLETCHER et. al., 2010; KAKALACHEVA, LUNEMANN, 2011; ELLIOTT et. al,;
2012; MURTA, FERRARI, 2013).

A EM afeta todas as porcdes do SNC e apesar de ser vista como uma
doenca da substancia branca, lesdes podem ocorrer também na substancia
cinzenta, abrangendo assim, todo o parénquima onde se desenvolve.
Atualmente, sabe-se que o0 envolvimento do cOrtex cerebral pode chegar até a
93% e sua importancia €, claramente evidenciada, pela relacdo entre o grau de
perda axonal e a incapacidade neuroldgica observada entre os pacientes com
EM (LUDWIN, 2006; WALKER et. al., 2011; MURTA, FERRARI, 2013).

Em seu inicio, a doenca pode ser clinicamente caracterizada por periodos
de surtos e remissdo, observados em aproximadamente 85% a 90% dos
pacientes. Sendo que, eventualmente, as lesdes geradas nos surtos podem se
tornar permanentes, levando entdo, a um curso clinico classificado como fase
secundaria e progressiva. Neste quadro a area de neurodegeneracdo € menos
sensivel aos tratamentos que sao utilizados no inicio da doenca, como por
exemplo, os anti-inflamatérios (KERSCHENSTEINER et. al.,, 2004; BRUCK
2005; MORRIS, YIANNIKAS, 2012; SHEREMATA, TORNES, 2013).

A EM afeta aproximadamente 2,5 milhées de pessoas no mundo, porém
no Brasil, ndo existem muitos estudos de prevaléncia. O numero de casos
registrados €, em média, de 15 casos para cada 100.000 habitantes na regiao
sudeste. Porém existem regides onde o numero de casos € inferior a 5
cas0s/100.000 habitantes (FINKELSZTEJN et. al., 2009; RIBEIRO et. al., 2011,
LANA-PEIXOTO et. al., 2012c; MARRIE et. al., 2013; OJEDA, 2013).
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Com isso, a doenca parece ter prevaléncia média na América do Sul em
comparacdo com paises do Hemisfério Norte, como na América do norte,
Australia e norte da Europa, onde a incidéncia chega a 1 caso a cada 1000
habitantes. Apesar de 10% dos pacientes serem diagnosticados antes dos 16
anos, a doenca ocorre predominantemente em mulheres caucasianas, com faixa
etaria de 20 a 40 anos, sendo por isso, uma importante causa de incapacitacao
e de grande impacto socio-econdmico nos paises desenvolvidos (COMPSTON,
COLES, 2002; SILVA et. al., 2008a; LANA-PEIXOTO, 2008b; CORREA et. al.,
2010; OJEDA, 2013).

M =100 [7]60-100 []20-60 []520

Figura 1. Prevaléncia da esclerose multipla no mundo
(por 100.000 habitantes)
Fonte: www.neurology.ucsf.edu (2012).

Os sintomas sédo variados e incluem: fraqueza muscular e de
extremidades, ataxia, espasticidade, fadiga debilitante, vertigem,
comprometimento visual, comprometimento cognitivo, disfuncdo do intestino e
da bexiga, além de problemas emocionais e sexuais, podendo levar ao 06bito
(AKKUS et. al., 2011; BOL et. al., 2012). Contudo, de acordo com a Associagao
Brasileira de Esclerose Multipla (ABEM, 2012) n&o existe um padréo sintomatico
definido como o ideal para a EM. Cada paciente possui um tipo de manifestacao
da doenca ja que os sintomas estédo relacionados com o comprometimento da

mielina e/ou axdnios, caracteristica essa, que varia de um individuo para outro.
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O diagnostico precoce ainda é dificil e na auséncia de uma prova
imunologica especifica os critérios para diagnostico da EM sédo baseados na
anamnese, no exame fisico do paciente, na analise do liquido cefalorraquidiano,
por imagem de ressonancia magnética, por dosagem de anticorpos e por
estudos eletrofisioldgicos (LEITE et. al., 2009; MARRIE et. al., 2013).

Inicialmente, acreditava-se que na EM as citocinas produzidas pela
resposta imunolégica contra o SNC tinham um padrdo especifico do tipo T-
helper 1 (Th1), como interleucina-12 (IL-12) e Interferon-gama (IFN-y), sendo as
principais citocinas envolvidas na inducdo do processo inflamatorio durante o
curso da EM. Entretanto, hoje se sabe da importancia da resposta especifica
mediado por linfécitos T com um padrdao Th1l7, ja que o rompimento da barreira
hematoencefalica acontece, entre outros fatores, por acdo da IL-17, citocina
produzida por este tipo celular. Porém, cabe ressaltar que, as citocinas pro-
inflamatérias e mediadoras tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interferon-gama (IFN-y), IL-12, IL-17, IL-18, IL-4, IL-10, IL-5, fator trasformador
de colonias B (TGF-B), oxido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H.O,) e
algumas quimiocinas também desempenham algum papel na manutencdo e
estabelecimento de doencas autoimunes como na EM (BETTELLI et. al., 2006;
VELDHOEN et. al.,, 2006; YANYING et. al., 2007; De PAULA et. al., 2008;
FLETCHER et. al., 2010; CORREA et. al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013).

A limitagdo de estudos em humanos, a dificuldade do acesso ao tecido
lesado (SNC) e a rara realizacdo de autopsias sdo as principais causas da
utilizacdo de modelos animais para os estudos da EM (DENIC et. al., 2010).
Muito do que se sabe hoje sobre a resposta imunolégica e tratamentos na EM é
devido a estudos desenvolvidos em modelos experimentais com animais. A
encefalomielite autoimune experimental (EAE) € uma doenca desmielinizante do
SNC, amplamente aceita como modelo clinico experimental da EM por
apresentar similaridade clinica, morfolégica e histopatolégica com a doenca.
Com isso, a EAE passou a ser considerada como modelo amplamente aceito de
estudos dos mecanismos imunopatologicos ndo sé em EM, mas de doencas
inflamatorias, desmielinizantes e de origem autoimune do SNC (MIX, et. al;
2008a; CORREA et. al., 2010; FLETCHER et. al., 2010; CHASTAIN et. al., 2011;
ELLIOT et. al., 2012).
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A EAE pode ser induzida em animais geneticamente susceptiveis pela
imunizacdo com antigenos de mielina emulsificados em adjuvante apropriado,
sendo a resposta mediada por células T mielinas-especificas, que séao ativadas
na periferia e se deslocam até o SNC, onde ocorre a permeabilizacdo da barreira
hematoencefélica pelas células T ativadas (FLETCHER et. al., 2010; CHASTAIN
et. al., 2011).

Este modelo animal também pode ser induzido pela transferéncia adotiva
de células T CD4" mielina—especificas de animais isogénicos com EAE para
animais saudaveis, reforcando ainda mais o carater autoimune deste modelo
(FLETCHER et. al., 2010; CHASTAIN et. al., 2011).

Como mencionado, atualmente os modelos experimentais tem sido de
grande valia, jA que de acordo com o do protocolo de imunizacdo e animal
escolhido, a EAE pode se apresentar como doenca aguda, crbnica de curso
progressivo ou recorrente-remitente. Sendo entdo importante para o
desenvolvimento de novas terapias contra EM, como ocorreu com o Acetato de
glatiramer e o Natalizumab (FLETCHER et. al., 2010).

Como em outras doengas autoimunes, ainda ndo existe uma cura para
EM. As terapias atualmente disponiveis sdo destinadas principalmente a
reducdo do numero de recidivas e objetivam retardar a progressédo da doenca. E
por acreditar que o processo inflamatério € o responsavel pela desmielinizacéo e
neurodegeneragcdo, drogas anti-inflamatérias e imunomodulatérias sé&o
amplamente utilizadas (CORREA et. al., 2010; LASSMANN, 2011).

Os primeiros tratamentos tinham como base os glicocorticoides, que até
hoje sé@o usados para acelerar o processo de recuperacdo pos-surto. Entretanto
apresentam uma série de efeitos adversos quando usados em altas doses e por
longos periodos de tratamento. Com isso, a busca de novas alternativas
terapéuticas se faz necessaria (TILBERY, 2005; VIRLEY, 2005; CORREA et. al.,
2010; BISAGA, et. al., 2012).

Pelo exposto acima, as terapias imunomodulatorias surgiram promissoras
para o tratamento, substituindo quando possivel, o uso dos glicocorticoides. As
drogas imunomoduladoras como Interferon (IFN-B) e o Acetato glatiramer, sao
as mais utilizadas. No entanto, sdo pouco eficazes como primeira linha de

tratamento. Um terco de doentes com EM apresentam o tipo clinico remitente-
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recorrente, que € o tipo mais comum, nesses casos, estas drogas Sao pouco
efetivas, pois 0s pacientes acabam por desenvolver re-incidéncias e/ou piora das
deficiéncias (FLETCHER et. al., 2010; MIX et. al., 2010b; MORRIS, YIANNIKAS
2012). Além do fato das terapias imunomodulatorias apresentarem varios efeitos
adversos, 0s custos sdo extremamente elevados e nem todos o0s pacientes sao
responsivos a elas (CORREA et. al., 2010; BERTO, et. al. 2011).

Com isso, a busca por tratamentos mais seguros, eficazes e mais baratos
se torna necessaria. Uma das possiveis fontes de tratamento podera vir dos
produtos naturais e, especialmente das plantas medicinais, que possuem grande
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos empregados na
medicina humana (ALEXANDRE et. al., 2008; MISHRA, TIWARI, 2011;
NEWMAN, CRAGG, 2012).

Com relacdo as plantas medicinais, estas representam uma valiosa
alternativa para o desenvolvimento de novos medicamentos. Exemplos de
farmacos obtidos de plantas sé@o a digoxina (obtida de Digitalis sp.), utilizada em
insuficiéncia cardiaca, o taxol (obtido de Taxus brevifolia), usado como
antitumoral e a morfina (obtida da Papaver somniferum) um potente analgésico
(PUPO, GALLO, 2007; BARREIRO, 2009; COSTA, 2009). Neste contexto, varios
farmacos ja foram obtidos a partir de precursores naturais para diversas
patologias, inclusive para o tratamento de EM (NEWMAN, CRAGG, 2012), como
no caso do Fingolimod que teve como prototipo um produto natural (obtido do
fungo Isaria sinclairii) (CHIBA, ADACHI, 2012).

Deste modo, as plantas medicinais constituem importante fonte de
substancias quimicas para o desenvolvimento de novos medicamentos,
especialmente para aqueles com propriedades anti-inflamatérias Uteis na
modulacdo do sistema imune (CARVALHO, 2004a; NABAS et. al.,, 2009). A
imunomodulagdo pode ser exercida mediante a potencializagdo ou por meio da
suspensdao de elementos do sistema imunoldgico. Apesar da maioria dos
imunomoduladores surgirem de maneira empirica, recentemente, com o0
desenvolvimento da compreensdo da fisiopatologia do sistema imune, novos
imunomoduladores mais efetivos e seguros podem ser desenvolvidos
(PROVENZA, VILLALBA, 2010).


http://digitalcommons.usu.edu/do/search/?q=author_lname%3A%22Provenza%22%20author_fname%3A%22Frederick%22&start=0&context=656526
http://digitalcommons.usu.edu/do/search/?q=author_lname%3A%22Villalba%22%20author_fname%3A%22Juan%22&start=0&context=656526
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Neste sentido, varios estudos tém sido conduzidos na busca de
substancias capazes de modular o sistema imune (CARVALHO et. al., 2005b,
COUTINHO et. al., 2009, NUALKAEW et. al., 2009). Diante do exposto, vé-se a
importancia de se incrementar as pesquisas com plantas medicinais e suas
substancias ativas envolvendo maior associacdo entre a quimica e a
farmacologia, pois é por meio desta que novos farmacos poderdo ser
descobertos (RODRIGUES et. al., 2010).

Dentre os varios compostos naturais ativos com potencial farmacologico
para o tratamento da EM, destacamos a Licochalcona A (Lico A) e o trans-
cariofileno. Essas substancias tém demonstrado grande potencial
imunomodaulatério, inibindo a producdo de mediadores presentes em processos
inflamatoérios e que inclusive estdo presentes na EM, sendo substancias
promissoras para os experimentos em EAE (BARFOD et. al. 2002; KOLBE et.
al., 2006; ZHOU, et. al., 2007; CHO et. al., 2007; FERNANDES et. al., 2007;
VEIGA JR et. al., 2007; FURUSAWA, et. al., 2009; FUNAKOSHI-TAGO et. al.,
2010c).

A Lico A é a principal chalcona encontrada nas raizes de alcaguz
(Glycyrrhiza sp), as quais sdo usadas popularmente para o tratamento de
doencas inflamatérias (FURUSAWA, et. al., 2009, FUNAKOSHI-TAGO et. al.,
2009b). Trabalhos demonstram efeitos anti-inflamatério e imunomoduladores da
Lico A, a qual é capaz de inibir citocinas e radicais livres que estdo presentes
tanto na imunopatogénese da EAE como da EM. Assim, estudos mostram que a
Lico A inibe a producdo de TNF-a, IL-1, IL-6 e diminui a inducdo da INOS
(enzima envolvida na produgdo de oxido nitrico - NO), além de ser capaz de
inibir a ativacdo de STAT-3 (fator de transcricdo para a diferenciacao de Thl7).
(BARFOD et. al. 2002; KOLBE et. al., 2006; ZHOU, et. al., 2007; WEI, et. al.,
2007; FURUSAWA, et. al., 2009; FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2010c).

Assim como a Lico A, o trans-cariofileno possui acdo anti-inflamatéria e
imunomodulatéria (CHO et. al., 2007; FERNANDES et. al., 2007; MEDEIROS et.
al., 2007; VEIGA JR et. al., 2007), apresentando grande potencial no tratamento
da EM. O trans-cariofileno € um sesquiterpeno também encontrado em diversas
plantas medicinais brasileiras, especialmente naquelas do género Copaifera. A

copaiba (género Copaifera L., familia Leguminosae Juss., sub-familia
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Caesalpinoideae Kunth) é uma arvore nativa do Brasil da qual se extrai um 6leo-
resina do tronco, conhecido como 0Oleo de copaiba. Este Oleo, que apresenta
como principal substancia quimica o sesquiterpeno trans-cariofileno, possui
grande interesse medicinal, sendo utilizado principalmente por suas
propriedades analgésica e anti-inflamatéria (FERNANDES et. al., 2007;
YAMAGUICHI, GARCIA, 2012).

Com relagéo as atividades anti-inflamatérias do trans-cariofileno, estudos
relatam que esta substancia reduz a producao de INF-y, COX-2, iINOS e TNF-q,
sendo também tanto capaz de inibir a migracdo de neutrdéfilos induzida por
lipopolissacarideos (LPS) quanto de promover a reducdo dos niveis de
mieloperoxidade, INF-y e IL-6 (CHO et. al., 2007; FERNANDES et. al., 2007;
MEDEIROS et. al., 2007; VEIGA JR et. al., 2007).

Desta forma, considerando as atividades anti-inflamatorias e
imunomodulatérias da Lico A e do trans-cariofileno e o grande potencial destas
substancias no tratamento de doencas autoimunes, faz-se necessaria a
avaliacdo do efeito imunomodulatorio destes compostos no curso clinico,
aspectos histologicos e producédo de mediadores inflamatorios na patogénese da
EAE em camundongos C57BL/6.



27

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

A EM é uma doenca cronica, inflamatoria e progressiva que envolve o
cérebro e a medula espinhal, resultante de uma resposta autoimune contra
antigenos da mielina. Hipdteses sugerem que a doencga é inicialmente mediada
por células T com posterior processo neurodegenerativo. Os linfocitos T
autorreativos migram através da barreira hematoencefalica (BHE) e promovem
danos, em particular contra os neurbnios centrais e suas bainhas de mielina,
mas também podem causar lesbes nos axbnios (FLECTHER et. al., 2010;
ELLIOTT et. al., 2012; MURTA, FERRARI, 2013).

Sendo que, o ponto chave e caracteristico morfologicamente da EM é a
desmielinizacdo primaria dos axénios, que levam ao bloqueio total ou parcial
dos sinais de conducdo. A manifestacdo neurolégica aparece quando o
bloqueio da condugdo acomete uma porcdo significativa de fibras, que de
acordo com estudos imunopatoldogicos podem estar presentes em diferentes
locais. Com isso, o0s quadros clinicos podem variar em cada individuo
(FLECTHER et. al., 2010; ELLIOTT et. al., 2012; MURTA, FERRARI, 2013).

Nas ultimas décadas, um grande numero de estudos demonstraram a
frequéncia de EM nos continentes. Porém, na América Latina, as pesquisas
sobre a epidemiologia da EM ainda sdo escassos. A prevaléncia da EM varia
consideravelmente em todo o mundo, sendo maior nas regides situadas entre
os paralelos 44 e 64 Norte. Areas consideradas de alta prevaléncia s&o
agueles com mais de 30 casos por 100.000 habitantes, areas de prevaléncia
média com 5 a 30/100.000, e areas de baixa prevaléncia, com casos
inferioriores a 5/100.000 habitantes (RIBEIRO et. al., 2011; LANA-PEIXOTO
et. al., 2012c; HUYNH, CASACCIA, 2013; OJEDA, 2013).

O interesse pelo estudo da EM no Brasil aumentou acentuadamente nos
altimos anos. Estudo realizado por CALLEGARO et. al. (2001), na cidade de
Séo Paulo, em 1990 mostrou uma taxa de prevaléncia de 4,3 por 100.000
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habitantes. Uma re-avaliagdo desta taxa de prevaléncia, pelo mesmo autor em
1997, apdés uma averiguacdo mais completa dos casos, encontrou-se taxa de
prevaléncia de 15 casos por 100.000 habitantes. JA& em um terceiro estudo
realizado na cidade de Botucatu, localizada a 150 km de S&o Paulo, revelou
taxa de prevaléncia de 17/100.000 habitantes. Em Belo Horizonte e Uberaba,
cidades localizadas no Estado de Minas Gerais, as taxas de prevaléncias
encontradas foram de 18,1/100.000 habitantes e 12,5/100.000,
respectivamente, em estudo realizado por RIBEIRO et. al. (2011).

Contudo, em estados como o Recife, a taxa observada é de 1,36
casos/100.000 habitantes. Esses dados demostram que a grande extenséo
territorial e diversidade climatica brasileira, além da diversidade etnica
encontrada na populacdo, sdo fatores relevantes no quando se trata da
prevaléncia da doenca (FINKELSZTEJN et. al., 2009; LANA-PEIXOTO et. al.,
2012c).

A EM pode afetar todas as por¢cdes do SNC e as lesbes causam ao
portador sintomas de disfuncdo neural como manifestacbes motoras,
sensoriais, cerebelares, autonémicas, psiquiatricas e anormalidade nos nervos
cranianos (SOSPEDRA et. al., 2005; CORREA et. al., 2010; MURTA,
FERRARI, 2013). Assim como em outras doencas autoimunes mediadas por
linfécitos T, os genes do Complexo Histocompatibilidade Principal estéo
relacionados com EM. Sendo que, 0s genes que conferem um maior risco para
o desenvolvimento da doenca séao os dos tipos HLA-DR e o DQ (SILVA et. al.,
2008a; KAKALACHEVA, LUNEMANN, 2011).

Porém de acordo com MIX et. al. (2010b), outros genes também
oferecem risco no desenvolvimento da EM, sendo eles os: EV15, CD58, KIF1B,
RGS1 e RPL5 (localizado no cromossomo 1); IL-12 (localizado no cromossomo
3); PTGER4 (localizado no cromossomo 5); OLIG3-TNFAIP3 (localizado no
cromossomo 6); CD6 (localizado no cromossomo 11); TNFRSF1A (localizado
no cromossomo 12); IRF8 e CLEC16A (no cromossomo 16); CD226 (no
cromossomo 18); e TYK2 (no cromossomo 19).

A influéncia genética na susceptibilidade a EM é também sugerida pelo
fato de que a taxa de concordancia da doenca em gémeos monozigoticos (MZ)

€ cinco vezes maior que entre os gémeos dizigoticos (DZ). Esta se aproxima da
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de parentes em paciente afetados pela doenca. Em um estudo realizado no
Canada com a participacdo de gémeos, foram encontrados entre os individuos
portadores de EM, 25,3% sendo gémeos MZ, 5,4% eram DZ e entre irmaos
nao-gémeos de 2,9%. Esse estudo também levou em conta estudos anteriores,
e revelou que, em geral, as taxas de concordancia sédo significativamente
maiores entre os MZ do sexo feminino, em comparacdo com gémeos MZ do
sexo masculino (BOGDANOS et. al., 2012; SONG, GWAN, 2013).

Apesar do carater genético, a etiologia da EM ainda € desconhecida,
contudo admite-se que se trata de uma doenca com etiologia multifatorial, que
ocorre em individuos geneticamente predispostos, e que ap0s a exposi¢ao a
um estimulo ambiental ocorre ativacdo das células, sendo sobre tudo de
natureza autoimune (KAKALACHEVA, LUNEMANN, 2011; SONG, GWAN,
2013).

Entretanto, a hipétese de que a origem seja infecciosa foi muito
pesquisada ao longo dos anos e ainda nos dias de hoje ndo € uma hipétese
descartada. Entre os agentes infecciosos, 0s virus sdo os mais relacionados, e
por isso, 0s mais pesquisados. Sdo eles: o virus herpes humano 6, virus de
Epstein-Barr (EBV), virus do sarampo e os retrovirus. Atualmente, evidéncias
indicam que a infeccdo com EBV tem um papel importante na patogénese da
EM. Existindo entdo, a possibilidade de que a infeccdo por esse virus no
cérebro impulsione o desenvolvimento de EM. Fato esse que tem profundas
implicagbes para a prevencao e tratamento. Contudo mais estudos sé&o
necessarios para que essa relacédo seja concretizada (PENDER, 2012).

Outra hipétese etioldgica e mais aceita € a autoimune, onde 0 processo
de desmielinizag&o seria iniciado pela ativagdo de linfocitos T CD4" periféricos
com reatividade a mielina. Mas, 0 que ocorre nesta hipotese é que o motivo
pelo qual o linfécito T CD4" é ativado € desconhecido. O SNC normalmente
possui uma protecdo a infiltrados celulares pela BHE, pela barreira
hematoliquorica e pelas meninges. No entanto, as células T ativadas e de
memoria sado capazes de penetrar no SNC pelo fato de expressarem moléculas
de adeséao, receptores de quimiocinas e integrinas que lhes permitem passar
pelas barreiras (PETERMANN et. al., 2011; MURTA, FERRARI, 2013).



30

De acordo com SANTOS et. al. (2005), os autoantigenos reativos das
proteinas da bainha de mielina, em especial a Proteina basica da Mielina
(PBM) e glicoproteina olidendrécito da mielina (MOG), sdo apresentados pelos
macréfagos as células T DC4" desencadeando o processo que dard origem a
lesdo e ou mesmo a destruicdo da mielina.

Entretanto, cabe ressaltar que essas duas hipoteses (viral e autoimune)
parecem ser complementares, tendo em vista que, em experimentos realizados
em modelos animais, os dois tipos de inducdo da doenca levaram a
degeneracdo axonal. Degeneracdo essa, que € aceita como o principal fator e
determinante da incapacidade neuroldgica irreversivel observada em pacientes
com EM (GRIGORIADIS, HADJIGEORGIOU, 2006).

O quadro clinico varia muito, porém em cerca de 85% a 90% dos
pacientes o inicio é caracterizado por surtos e remissdes, ou por uma
progressao continua, sendo que os surtos podem durar desde algumas horas a
varios dias ou até mesmo semanas e progressivamente vao desaparecendo.
Sdo considerados surtos o aparecimento de disfuncdo neurolégica com
auséncia de quadros febris ou de processos infecciosos num periodo superior
a 24 horas (BRUCK 2005; SILVA et. al., 2008a; MORRIS, YIANNIKAS, 2012).

Devido ao fato da EM apresentar uma grande diversidade no que se diz
respeito ao local em que as lesfes vao se desenvolver e também quanto a taxa
de acumulo da disfungdo (COMPSTON; COLES, 2002), os pacientes foram
agrupados por uma rede internacional de acordo com os sintomas e clinica,
definindo assim quatro tipos distintos de curso da doenca (LUBLIN;
REINGOLD, 1996 ) obsevado, séo elas :

A) A Esclerose Mdltipla Remitente Recorrente (RR), com surgimento de
surtos claramente definidos e é seguida da recuperacao total ou parcial dos
mesmos, sendo que a cada quadro de surto o paciente pode apresentar
sequelas permanentes ou ndo, com déficit residual apés cada recuperacao,
sendo que os periodos compreendidos entre as recidivas da doenca séo
caracterizadas por uma falta na progressdo dos sintomas e € a forma mais
comum de manifestacdo. Ocorrendo, ainda na maioria dos casos, a evolugéo

desses pacientes para uma forma chamada de B) Esclerose Mdultipla
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Secundaria Progressiva (SP) onde ocorre progressdo da doengca, com ou sem
surtos, e pequenos episodios de remisséo e estabilizacdo da doenca.

Outra forma de evolucdo da doenca € a C) Esclerose Mdultipla Primaria
Progressiva (PP), de evolucéo lenta e sem a ocorréncia de surtos, os sintomas
apresentam-se progressivamente com o decorrer da patologia, contudo
periodos de estabilizacdo sdo possiveis. Nesse tipo, 0s pacientes apresentam
um agravamento continuo e gradual sem a ocorréncia de recaidas bem
definidas. Ainda temos, a forma D) Progressiva Recorrente (PR), onde néo
acontecesse uma progressao da doenca desde o inicio, mas ocorrem recaidas
agudas claras, com ou sem plena recuperacao, e como periodo entre 0s surtos
mostrando progressao continua (LUBLIN, 2007).

Estabilizacdo

Classificacdo — Recaids

Progressdo

1. Progressiva recorrente

o P o

2. Remitente Recorrente

e~

3. Secundaria progressiva

M

4 Primarna progressiva

INCAPACIDADE

Tempo

Figura 2. Evolucdo das formas clinicas de EM.
Fonte: Modificada- www.sistemanervoso.com (2012).

O conceito de que a EM é uma doenca de carater autoimune mediada
por células T CD4" se deu pelo estudo no modelo experimental, a EAE. No
modelo animal essa evidéncia € direta, pois a EAE pode ser transferida para
animais normais por clones de linfocitos T CD4" sensibilizados aos
componentes da mielina. Na EM, as evidéncias sdo indiretas, mas indicam a
importante participacdo desses linfécitos T autorreativos no desencadeamento

da doenca. A presenca de linfécitos T reativos a mielina e algumas citocinas
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foram descritas em individuos normais, mas estdo aumentados ou ativados no
sangue periférico de portadores de EM, principalmente na fase de exacerbacéo
da doenca (MIRANDOLA et. al., 2009).

Estudos detectaram uma grande producéo espontanea de IL-17 e INF-y
a partir de células sanguineas mononucleares periféricas de pacientes com EM
do tipo RR na fase aguda, em até 30 dias apds o surto. Ja nas formas SP e na
fase de remissdo da RR, esses niveis ndo foram encontrados. Sugerindo a
relacdo da IL-17 e do INF-y com a indugéo da doenca (FRISULLO et. al., 2008;
MURTA, FERRARI, 2013).

2.2 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

A EAE é uma doenca inflamatéria do SNC, induzida através da
imunizag&o ativa ou através da transferéncia adotiva de células T CD4" reativas
contra a mielina que apresenta muitos aspectos clinicos, morfolégicos e
histolégicos em comum com a EM humana. Sendo por isso, amplamente
utilizada como modelo de doenca autoimune 6rgao especifica. A EAE comecou
a ser estudada por Pasteur apés a descoberta da vacina contra raiva, em 1875.
Onde o tratamento consistia em inocular o virus cultivado no sistema nervoso
central de animais de experimentacdo. Devido a presenca de componentes da
mielina na preparacdo da vacina, alguns animais desenvolveram
encefalomielite pés-vacinal (HUYNH et. al., 2008a; MIX et. al., 2010b).

Existem diversas variacbes do modelo de acordo com o tipo de animal
utilizado e o material escolhido para inducdo. Os primeiros animais utilizados
foram os macacos Rhesus, imunizados com extrato cerebral de coelhos.
Nesses experimentos foi observada a ocorréncia de paralisia, atribuida a
presenca de infiltrado inflamatério perivascular e desmielinizagdo no cérebro e
medula espinhal. Sendo a frequéncia e gravidade da paralisias correlacionadas
com o titulo de anticorpos presentes. Com isso, em ensaios subsequentes
pesquisadores impulsionaram a resposta imune humoral com adjuvante de
Freund (CFA), depois com a toxina da Pertussis (MIX et. al., 2010b).
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Até os anos 80, os ratos eram 0s animais de laboratorio de escolha para
o estudo da EM, sendo a linhagem de Lewis a mais utilizada para a inducao e
estudo das caracteristicas imunopatologicas da EAE. Os animais induzidos
com a PBM, nesse modelo, produzem a doenca de evolucdo secundaria
progressiva. Porém, a pouca desmielinizagdo, caracteristica presente na
doenca humana (EM), fez com que outros modelos fossem mais utilizados. O
uso do peptideo PLP, proveniente da proteina de proteolipideo no camundongo
de linhagem SJL produz a doenca de evolucdo remitente-recorrente, no
entanto, os animais ndo desenvolvem fase secundaria progressiva como 0sS
pacientes com EM (CROXFORD et. al., 2010; MIX et. al., 2010Db).

Atualmente o modelo mais utilizado é o de imunizacdo de camundongos
geneticamente suscetiveis a doenca, da linhagem C57BL/6 pelo peptideo MOG
35-55. ESSe modelo se caracteriza por les@es inflamatoérias e demielinizantes em
nervo optico, quiasmas e substancia branca do cérebro e medula espinhal. Os
infiltrados inflamatérios sédo perivasculares constituidos principalmente por
macrofagos e linfocitos T e B. Ocorrendo também algum grau de resposta
humoral com formacéo de titulos significativos de anticorpos anti-MOG. Sendo
o sistema periférico poupado. Padrédo este, muito semelhante ao encontrado na
EM (CROXFORD et. al., 2010; MIX et. al., 2010b; MURTA, FERRARI, 2013).

Além do fato de que o0s camundongos C57BL/6, por serem
geneticamente modificados, quando expostos a antigenos da mielina,
expressam maior numero de receptores de células T para MOG e um maior
titulo de anticorpos anti-MOG, o que resulta em uma forma mais grave da EAE.
Logo, o modelo de EAE no camundongo C57BL/6 caracteriza-se por um
padrdo altamente reprodutivel e previsivel com o0s animais apresentando
paralisia de carater ascendente (CROXFORD et. al., 2010; MIX et. al., 2010b).
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Quadro 1. Modelos de EAE ativa comumente utilizados e suas aplicagdes.

ESPECIE/ PEPTIDEOS ESTUDOS E
LINHAGEM INDUTORES DA EAE APLICACOES
Patogénese mediada por
células CD4+ Thl/Thl7;
C57BL/6 MOGas sc: validagdo  pre-clinica de
> compostos terapéuticos;
sistema nervoso periférico
poupado.
Estudo dos mecanismos do
surto; controle genético de
) ) doenca autoimune;
SJLA PL";AOG gz'_IIDOIi,PPLPBngﬁ/TI’SP' desmielinizagdo mediada por
178-191, 104-117> ' | anticorpo;  validagdo  pré-
MBP g9101; L
clinica de compostos
terapéuticos.
Estudo de comportamento
migratério de células T
Ratos Lewis MBP; MBP ,9_g4; MBP 4,_g,; | @autoimunes; validagdo pre-
MBP g0_105; MBP 170-1s6: clinica de compostos
terapéuticos.
Desmieliniza¢gdo mediada por
anticorpos; mimetismo
Ratos DA, BN MOG

molecular; controle genético
da autoimunidade.

Macaco Rhesus
(Macaca mulatta)

MBP; MOG 34-56

Patologia axonal; infiltrados
perivasculares e a
desmielinizagdo no cérebro e
medula espinha; validacdo
pré-clinica de compostos
terapéuticos.

Sagii comum
(Callit-hrix jacchus)

MOG; MOG 14_3¢

Similar ao macaco Rhesus.

(CROXFORD, et. al., 2010; MIX, et. al., 2010b).
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2.3 IMUNOPATOLOGIA DA EM E DA EAE

Por ser uma doenca restrita ao sistema nervoso central, o estudo dos
aspectos imunopatolégicos da EM sao limitados. A dificuldade de obtencéo das
amostras do tecido afetado impedem que alguns aspectos sejam estudados em
seres humanos. Com isso, os estudos conduzidos em modelo experimental da
EAE foram fundamentais para o entendimento dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos no processo de desmielinizacdo da doenca. Tanto a EM como a
EAE sdo consideradas doencas autoimunes mediada por linfécitos T CD4"
(FLETCHER et. al., 2010; SILVA et. al., 2008a, SILVA, 2010b; MURTA,
FERRARI, 2013).

As células T CD4" podem ser divididas classicamente em 4
subpopulacdes de respostas imunes adaptativas: Thl, Th2, Thl7 e Treg. As
células Thl secretam especificamente a IL-12, INF-y e o TNF-a e as Th2 sao
responsaveis pela liberacdo de citocinas como IL-4, IL-5 e a IL-10. A
diferenciacdo das células TCD4" no subtipo Thl acontece por acédo da IL-12
que ativa os fatores de transcricdo T-bet e STAT4. J4 o processo de
diferenciacdo em Th2 é induzido pelos fatores de transcricdo GATA3 e STATS.
Para a diferenciacdo em Th17, o linfécito naive “virgem” deve ser estimulado
pela IL-6 e pelo TGF-B, sendo que a IL-1 também é capaz de estimular essa
diferenciacdo. Essas citocinas ativam os fatores de transcricdo RORyt e
STAT3. E por fim, a diferenciacdo em Treg ocorre pelo estimulo de citocinas
TGF-B, IL-1 e IL-10 em presenca de acido retindico, jA que esses ativam 0s
fatores de transcricdo FoxP3 e STATS5 (BETTELLI et. al.,2006; VELDHOEN et.
al., 2006; FLETCHER et. al., 2010; SILVA, 2010b; MURTA, FERRARI, 2013).

Nos ultimos anos, tem sido muito estudado o papel dos subtipos de
células T helper especializadas na producdo de IL-17. No modelo
anteriormente proposto, as células T helper CD4" eram classificadas em dois
subtipos Thl e Th2 com diferentes fungdes e perfis de citocinas produzidas. E
o perfil classicamente envolvido na EAE era o do tipo Thl. O efeito danoso do
IFN-y, produzido por células Thl, no processo de desmielinizacdo foi

confirmado com descricdo da IL-12, uma interleucina indutora de IFN-y que
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também estd aumentada na EM. No entanto, a observagdo que animais
geneticamente deficientes para IFN-y ou para seu receptor especifico também
desenvolviam EAE, sugeriu a existéncia de outra subpopulacdo de linfocitos
efetores nesse modelo (BETTELLI et. al., 2006; VELDHOEN et. al., 2006;
FLETCHER et. al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013).

Com a descoberta da IL-23, interleucina que apresenta mesma
subunidade p40 que a IL-12, mas difere por outra subunidade pl9, como
agente indutor de outra subpopulacéo de linfocitos T encefalitogénicos na EAE,
foi identificado outro subtipo de células TCD4" que secreta a IL-17 e outras
citocinas proé-inflamatérias como a IL-6 e a IL-22, as células Th17. A IL-17 é
uma citocina com efeitos pleiotrépicos (podem atuar sobre muitos tipos
celulares diferentes) que leva a expressao de outras citocinas como a IL-1, IL-
6, IL-8, TNF-q, fator estimulante de colénia de granul6citos (TGF ) e MCP-1
em varios tipos de células. Agindo também como coestimulador de células T e
presentes também em rejeicdes a transplantes pela ativacdo de células
dendriticas (HARRINGTON et. al., 2005; GONZALEZ-GARCIA et. al., 2009).

A importancia da Th1l7 na EAE foi demonstrada em animais nocaute
(KO) para IL-17 que apresentaram resisténcia parcial a doenca. O fato da
protecdo apresentada em animais KO ser parcial mostra que a EAE néo é
resultado de uma resposta Th17 isolada, mas sim de uma resposta Thl e Th17
associadas. Além do uso de anticorpos anti-IL-17 ter demonstrado protecao
parcial contra o desenvolvimento da doenca. JA na EM o papel da Thl7
também tem sido relatada, através de analise de microarranjos onde foi
encontrado um aumento da transcricdo da IL-17 em lesbes de EM. Amostras
de LCR de pacientes com EM possuem niveis aumentados de IL-17 quando
comparados com amostras de pacientes sadios. Além do fato de linfocitos T de
memoria que induzem a expressao de IL-17 e IL-23 serem capazes de passar
pela BHE, promovendo assim a inflamacdo no SNC (ZHOU, et. al., 2007; WEI,
et. al., 2007).

Os receptores de IL-17 e IL-22, foram encontrados nas células
endoteliais da BHE de pacientes com EM, assim como no modelo animal a
EAE, tanto in vivo quanto in vitro, e em contato com as respectivas citocinas,

levam ao rompimento das juncdes intracelulares, facilitando a migracdo dos
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linfécitos Th1l7 autorreativos. Evidenciando o importante papel desse tipo
celular, principalmente na instauracédo da doenca (KEBIR et. al., 2007).

Na fase de recuperacdo da EAE, citocinas inflamatérias como IL-10 e
TGF-B foram identificadas, tanto no SNC como na periferia. Varios estudos
tem demonstrado a fundamental acao da IL-10 no controle da EAE, devido ao
seu efeito imunorregulador. Na fase de recuperagcao da EAE a expresséao de IL-
10 estd aumentada e sua administracdo exogena leva a uma reducao
significativa na gravidade da doenca. A IL-10 foi descrita primeiramente como
uma interleucina produzida pelas células Th2, que inibe a producdo de
citocinas pelas células Thl. Porém, tem sido demonstrado que a IL-10 inibe a
producdo de uma grande variedade de citocinas produzidas pelas células T,
afetando a apresentacdo de antigeno e coestimulacdo mediada por células
apresentadoras de antigenos, que sao fundamentais para o desencadeamento
da resposta imune (MOORE et. al., 2001; DAI et. al., 2012).

O TGF-B pode desempenhar uma fungdo ambigua durante a inflamacéao,
podendo tanto promover a inducdo células-T, com funcdo reguladora e
imunossupressora (Treg), como o desenvolvimento de células pro-inflamatorias
Th17. O fator crucial na diferenciacao celular em Treg ou Th17 s&o os perfis de
citocinas presentes no meio onde ocorre a diferenciacdo. Geralmente, o TGF-3
induz a expressdo Foxp3 levando a diferenciacdo de Treg. No entanto, sob
condi¢cbes inflamatérias, induz juntamente com a IL-6 uma diferenciacdo em
células Th1l7. Em paralelo, a inibicdo da expressdo do TGF-B em astrécitos e
microglia melhora o curso da doenca EAE (THONE et. al., 2012).

ApoOs ativacdo na periferia, as células T podem migrar através da BHE e
liberar citocinas dentro do SNC, essa migracdo que inicia a sequéncia de
eventos inflamatorios locais. O processo de extravasamento de leucdcitos para
as regides de inflamacdo se d4, pela ativagdo de moléculas de adesédo
intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1). Os linfocitos T ativados, apos
atravessarem o endotélio vascular, precisam vencer uma barreira de matriz
extracelular composta por colageno tipo IV. As metaloproteinases, gelatinases
A e B, sédo fundamentais para facilitar a chegada dos linfécitos na substancia
branca do SNC e sdo detectaveis no LCR de pacientes com EM. A

manutencdo do processo é garantida pela acdo de quimiotaticos com Cbha
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(fragmento de proteina liberada a partir de componente do complemento) e
fator ativador de plaqueta (OSBORN et. al., 1989; WEINER, 2009).

Estas citocinas inflamatérias promovem o recrutamento de células
fagocitarias (macrofagos da periferia e microglia do SNC) que vao promover o
ataque da mielina. Ocorrendo a amplificacdo local da inflamacdo apds a
reativacao das células T autorreativas no SNC pelas células apresentadoras de
antigenos, como as da microglia. Nesse ambiente ocorre a inducdo de
diferentes mecanismos efetores. Tais mecanismos incluem: citotoxicidade
mediada por anticorpos; radicais de nitrogénio (NO) e oxigénio (H205); citocinas
toxicas como o TNF-a e moléculas mediadoras de apoptose. O resultado € a
agressao ao oligodendrécito, a bainha de mielina e ao ax6nio (STEINMAN,
1996a; STEINMAN et. al., 2005b).

As células residentes (microglia) ativadas no processo inflamatério sao
as principais responsaveis pelo dano tecidual do SNC através da liberacédo de
NO, radicais de oxigénio (H;O,), aminas vasoativas, proteinas do
complemento, proteases e citocinas. O aumento dos niveis de radicais livres
como NO e H,0, foram associados aos sintomas neurolégicos como resultado
da lesdo direta dos oligodendrécitos e axbnios (FIGUEROA et. al., 2008;
LINKER et. al. 2010). As enzimas NO sintetases (NOS) sao fundamentais para
o controle da biossintese do NO, enzima presente em trés isoformas, sendo a
forma indutivel (iNOS) a envolvida nas reacdes inflamatérias. Esta é induzida
em macréfagos e em outras células. Também est4d envolvido no efeito
excitatorio do glutamato que € liberado em excesso pela microglia e
macréfagos. Esta liberacdo acompanhada da diminuicdo da recaptacdo e
metabolismo do glutamato é extremamente toxica para os oligodendrocitos e
neurénios (MARTINEZ et. al., 1999; LEE et. al., 2012).

Inicialmente (fase inflamatéria da doenca), 85% dos pacientes
apresentam ataques agudos (surtos) com recuperacdo completa dos sinais e
sintomas. Estes surtos sdo atribuidos a ondas de células Thl e Thl7 que
infiltram o SNC. O balanco entre estas células e as células reguladoras, como
as Treg e Th2, é decisivo na determinacdo da atividade da doenca. A fase

progressiva da doenca € reconhecida como secundaria ao processo
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degenerativo desencadeado pela inflamacdo (GONZALEZ-GARCIA et. al.,
2009).

Com isso, os tratamentos para a EM objetivam diminuir a atividade do
sistema imunoldgico, retomando as func¢des normais do individuo ap6s um
ataque, impedindo novos surtos, prevenindo assim, a ocorréncia de deficiéncia,

ja que a cura ndo existe.

2.4 TRATAMENTOS PARA A ESCLEROSE MULTIPLA

Os primeiros tratamentos tinham como base o0 uso dos corticosteroides,
principalmente durante os surtos, administrados num periodo de trés a cinco
dias, seguidas por doses decrescentes por duas semanas. Esses farmacos
levam a diminuicdo do infiltrado celular inflamatério no SNC. No entanto,
apresentam uma série de efeitos secundarios indesejaveis como a
osteoporose, a Sindrome de Cushing, erupc¢ao cutédnea pustular, 0 aumento da
pressao arterial, Ulceras e, em casos raros, risco de sangramento gastrico,
entre outros. Além do fato de que os corticosteroides, s6 se mostrarem eficazes
a curto prazo para aliviar os sintomas, nao tendo impacto significativo a longo
prazo (MOREIRA et. al.,, 2002; FLETCHER et. al., 2010; MIX et. al., 2010;
CORREA et. al., 2010; BISAGA et. al., 2012).

Logo, varios medicamentos foram lancados para o tratamento de EM
nos ultimos anos, chamados de terapias modificadoras da doenca, porém com
um controle parcial sobre a EM. Os tratamentos disponiveis consistem em
interferons B, que sdo o interferon B -la (com duas formulagbes comerciais,
com os nomes comerciais Avonex® e Rebif®, os primeiros injetados
semanalmente e o ultimos trés vezes por semana). Esta proteina possui a
cadeia de aminoacidos idéntica ao interferon 3 natural humano. E do interferon
B-1b (Betaseron® nome comercial nos Estados Unidos, Betaferon® na Europa e
Japéo), injetado a cada dois dias. Porém, o mecanismos de acdo pelos quais o
Interferon B exerce seu efeito terapéutico na EM, ainda ndo estdo totalmente

compreendidos. Além de possuir propriedades antivirais, este farmaco
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apresenta uma complexa atividade imunomoduladora, atuando diminuindo as
citocinas inflamatérias como IL-12 e aumentando as citocinas anti-inflamatoérias
como a IL-10 (MOREIRA et. al., 2002; FLETCHER et. al., 2010; MIX et. al.,
2010; BISAGA et. al., 2012).

Outro medicamento é o Acetato de glatiramer ou Copaxone®, injetado
diariamente, é constituido por uma mistura de polipeptideos sintéticos
compostos por quatro aminoacidos (alanina, glutamina, lisina e tirosina). E
estruturalmente semelhante a Proteina Basica da Mielina, porém ndo causa
encefalite. Os mecanismos propostos para a atividade bioldégica deste
medicamento € a inducdo de células T supressoras antigeno-especifico e a
inibicdo competitiva com o0s antigenos da Proteina Béasica da Mielina.
(MOREIRA et. al., 2002; FLETCHER et. al., 2010; MIX et. al., 2010; BISAGA et.
al., 2012).

Na forma secundaria progressiva, mais agressiva, que muitas vezes
nao respondem aos medicamentos considerados “tradicionais”, a tendéncia é
mudar o esquema terapéutico para o Natalizumab. O Natalizumab,
comercializado como Tysabri®, é um anticorpo monoclonal contra a-4 integrina.
Este medicamento é um antagonista monoclonal de uma glicoproteina
expressa em linfocitos e mondcitos, essenciais para o0 processo de migracao
através da barreira hematoencefalica. Desta maneira, o principal mecanismo
de acdo do natalizumab é o bloqueio da migracdo de células inflamatdrias,
principalmente linfocitos, para dentro do SNC (MOREIRA et. al.,, 2002;
FLETCHER et. al., 2010; MIX et. al., 2010; BISAGA et. al., 2012).

O Fingolimod (nome comercial Gilenya®), sendo seu protétipo um
produto natural com atividade imunossupressora, foi obtido através de
modificacdo molecular de um composto isolado a partir de cultura caldos de
Isaria sinclairii, um fungo que ataca os insetos. Foi a primeira droga
imunomoduladora oral para o tratamento de EM. O Fingolimod atua
blogueando a ag&o do receptor em células T denominado receptor esfingosina-
1-fosfato, envolvido na regulacdo do movimento destas células no organismo,
impedindo a migragdo para o SNC (CHIBA, ADACHI, 2012).

A Mitoxantrona, (nome comercial Mitostate®), derivado antraquinona, é

um imunossupressor também utilizado em quimioterapia de cancer. Embora
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http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Immunosuppressant&usg=ALkJrhh1YxvZUtgEbQ1y6x7cyple31AoEw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Chemotherapy&usg=ALkJrhjDlnAMlOoPWDTMR3twWnwk9bYMRg
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seu mecanismo de acdo ndo tenha sido determinado, mitoxantrona € um
agente DNA reativo, ligando-se ao DNA e produzindo quebra das fitas, inibindo
a sintese tanto do DNA quanto do RNA. Todos esses medicamentos diferem
em sua taxa de eficacia e estudos de seus efeitos, a longo prazo ainda séo
escassos (MORRIS, YIANNIKAS, 2011).

A porcentagem de pacientes ndo responsivos para cada medicamento
também varia, sendo cerca de 30% com interferons. As comparacdes entre 0s
imunomoduladores demonstram que o mais eficaz é o Natalizumab em termos
de reducao da taxa de recaida. Os dados preliminares apontam para um efeito
na progressao da doenca, mas os estudos sobre o efeito, a longo prazo séo
necessarios. Mitoxantrona € provavelmente o mais eficaz de todos eles a curto
prazo; No entanto, seu uso € limitado por grave cardiotoxicidade, e ndo €&
considerado como boa terapia de longo prazo. Esta € a razdo pela qual é
utilizado principalmente para tratar pacientes que avancaram na EM remitente-
recorrente para secundaria progressiva (MORRIS, YIANNIKAS, 2011; BISAGA
et. al., 2012).

Contudo, nem todos 0s pacientes sdo responsivos a todas estas
terapias. Mesmo com o uso adequado de medicamentos, a maioria dos
pacientes com EM ainda sofrem de alguns ataques e muitos sofrem de
deficiéncia subsequente (MORRIS e YIANNIKAS, 2011; BISAGA et. al., 2012).

Todos os tratamentos descritos acima ainda apresentam efeitos adversos,
segundo o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para Esclerose Mdltipla do
Ministério da Saude do Brasil (2012), importantes como:

* Interferon B-la: desmaios, sangramentos, mudanga de humor, febre,
dores musculares, nauseas, diarreia, cefaleia, dor ou desconforto no local de
aplicacao da injecéao.

* Interferon B-1b: depressédo, ansiedade, mudancas no ciclo menstrual,
diarreia, constipacdo, vomitos, dor de estbmago, tonturas, arritmia cardiaca,
febre, dores musculares, cefaleia. No local de aplicacdo da injecdo pode ocorrer
dor, prurido e eritema.

» Acetato de glatiramer: alguns minutos apoés aplicagcdo do medicamento
podem ocorrer, rubor, ansiedade, bradicardia, hipertenséo. No local de aplicacéao
da injecédo pode ocorrer dor, prurido e eritema.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cardiotoxicity&usg=ALkJrhhCMyMZYCe8cUh2i5nrbpbSs95GwQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Interferon_beta-1b&usg=ALkJrhiTeoqQ7Rvuhv6dCioi8BFx6WmVPA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Interferon_beta-1b&usg=ALkJrhiTeoqQ7Rvuhv6dCioi8BFx6WmVPA
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* Natalizumab: Infeccdo das vias urinarias, naso-faringite, urticéria,
reacoes de hipersensibilidade, cefaléia, tonturas, leuco-encefalopatia multifocal
progressiva, vomitos e nauseas.

 Fingolimod: infeccdes respiratorias altas, bradicardia e hipertenséo, e
susceptibilidade a infeccao por influenza. A taxa de incidéncia de canceres de
pele mais alta. Usando concomitantemente com, corticosteroides pode levar a
encefalite pelo virus da herpes.

« Mitoxantrona: arritmia cardiaca, aumento dos batimentos cardiacos,
insuficiéncia cardiaca congestiva, queda da pressdo arterial, conjuntivite; cor
amarelada na pele ou nos olhos, convulsdo, cefaleia, febre, depressao da
medula 0ssea, infec¢cdo, queda de cabelos, diarreia, dor abdominal, nauseas,
vomitos, dificuldade para respirar, dor no térax, sangramento gastrintestinal,
tosse, equimose, erupcao na pele, necrose da pele (se houver extravazamento
do liquido da injecédo), urticaria, flebite no local da injecao e insuficiéncia renal.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas ao longo dos anos buscando
novas alternativas terapéuticas para o tratamento da EM. Recentemente o FDA
(Food and Drug Administration) aprovou dois novos medicamentos de uso oral
para o tratamento da EM, com indicagao, principalmente, para pacientes com a
forma remitente-recorrente da doenca. Primeiramente, o Teriflunomida
(Aubagio®), aprovado em setembro de 2012, um imunomodulador que reduz a
ativagdo, proliferacdo e funcdo dos linfocitos T e B. Contudo, apresenta
elevada hepatoxicidade e riscos elevados de malformacdo congénita. E em
marco de 2013, o Tecfidera® (fumarato de dimetila), que reduz de maneira
eficaz a atividade da doenca principalmente por suas propriedades
antioxidantes que podem ser protetoras contra danos no cérebro e medula
espinhal (FDA).

Porém, além do fato das terapias imunomodulatorias apresentarem varios
efeitos adversos os custos sédo elevados. Segundo BERTO, et. al. (2011) em
estudos realizados na Europa, 0s custos com 0s pacientes tendem a aumentar
com sua gravidade clinica. Estima-se que o custo meédio por paciente com
gravidade leve seja de 18.000 € e 36.500 € em pacientes com gravidade
moderada e 62.000 € em pacientes com doenca grave. E apesar de no Brasil

nao haver muita informacdo a respeito do custo da EM, em Minas Gerais a


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mitoxantrone&usg=ALkJrhgT-QVe3n2j7soWFUGOo1r8AyY0pw
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Secretaria de Saude gastou no ano de 2001 R$ 4.683.780,00 em medicamentos
imunomoduladores para EM - 8,54% do orcamento para compra dos 38 itens de
Medicamentos Excepcionais — Portaria SAS/MS No 341 de 22/08/2001 (LANA-
PEIXOTO et. al., 2002a).

Em estudo mais recente, realizado por BRANDAO et. al. (2011) para
descrever os gastos do Ministério da Saude do Brasil com os usuarios do
Programa de Medicamentos de Alto Custo, entre 2000-2004, onde a EM se
insere, revela que o gasto mensal com as terapias imunomoduladoras por
paciente é em média de R$3.258,43.

Diante do exposto, como a cura da EM ainda néo foi possivel, torna-se
relevante pesquisas que busquem alternativas terapéuticas mais eficazes tanto
clinicamente como economicamente e que fornecam além de eficacia

farmacoldgica menores efeitos adversos.
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2.5 PRODUTOS NATURAIS COMO PROTOTIPOS PARA NOVOS
FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS E IMUNOMODULADORES

A utilizacdo de plantas para o tratamento, cura e prevencao de doencas
€ uma das formas mais antigas da pratica medicinal na humanidade (PUPO,
GALLO, 2007; NEWMAN, CRAGG, 2012). As plantas e microrganismos
exibem complexa interacdo com o meio ambiente e produzem metabdlitos,
chamados metabdlitos secundarios, utilizados para sua sobrevivéncia e
adaptacdo. Essas substancias constituem importantes fontes de moléculas
biologicamente ativas (PUPO, GALLO, 2007; MISHRA, TIWARI, 2011).

Das varias aplicacbes terapéuticas das plantas medicinais, muitos
apresentam atividade anti-inflamatéria e analgésica, sendo largamente
utiizados na medicina popular para este fim. Os analgésicos e anti-
inflamatérios sdo um dos melhores exemplos da estreita relacdo entre
processos de selecdo de plantas medicinais, farmacologia e a quimica
moderna (CARVALHO, 2004a; NABAS et. al., 2009).

Como exemplo, a morfina (analgésico), isolada pela primeira vez por
Friedrich Wilhelm Adam, sendo um alcal6ide natural extraido da planta Papaver
somniferum (Papaveraceae). Outro exemplo classico € o 4cido acetilsalicilico, o
qual foi produzido sinteticamente a partir da otimizacdo de um prototipo
molecular ativo de origem vegetal, a salicina, sendo esta isolada e obtida a
partir das cascas do salgueiro (Salix sp) (PUPO, GALLO, 2007; BARREIRO,
2009; COSTA, 2009).

Com relacdo ao desenvolvimento atual de novos medicamentos, a
maioria dos novos farmacos em uso clinico ou foi obtida a partir de fontes
naturais ou foi desenvolvida por modificacdo molecular e/ou sintese organica a
partir de protoétipos ativos de substancias naturais, especialmente metabdlitos
secundarios vegetais (NEWMAN, CRAGG, 2012). Assim, mesmo existindo
diversas estratégias para a obtencdo de novos medicamentos, o estudo da
atividade biolégica de metabdlitos secundarios continua sendo uma valiosa
ferramenta para a descoberta de novos protétipos ou de farmacos inovadores
(BARREIRO, 2009; COSTA, 2009; MISHRA, TIWARI, 2011).
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Com relagdo a importancia dos produtos naturais para a obtencdo de
novos farmacos imunomoduladores, nos ultimos anos grande numero de
extratos vegetais e constituintes isolados vem sendo investigado quanto ao seu
potencial imunomodulatério (PROVENZA, VILLALBA, 2010). Esses estudos
tém despertado interesse em todo o mundo como alternativa aos métodos
terapéuticos tradicionais. Atualmente sabe-se que os produtos naturais com
atividade anti-inflamatéria, usados como imunomoduladores, podem ser
ferramentas Uteis para a intervencdo em doencas autoimunes e
neurodegenerativas (CARVALHO, 2004; NABAS et. al., 2009).

Exemplo disso é o trabalho realizado por CHEN et. al. (2010), no qual foi
avaliado a acdo imunomodulatéria do Ostol, uma cumarina natural de
reconhecida atividade anti-inflamatéria e principal constituinte de Cnidium
monnier (Umbelliferae), sobre o curso da EAE. Assim como em trabalho
realizado por DUTRA et. al. (2012), que avaliou o potencial imunomodulador do
Euphol, um triterpeno tetraciclico encontrado na planta brasileira conhecida
como Aveloz (Euphorbia tirucall) e popularmente utilizada como anti-
inflamatoria. Os trabalhos realizados evidenciaram que estas substancias sédo
prototipos naturais promissores para o0 desenvolvimento de novos
medicamentos para EM, tendo em vista que estes compostos foram capazes
de limitar o desenvolvimento das caracteristicas da EAE. Com isso, estudos
como esses reiteram a importancia da utilizacdo de extratos vegetais ou seus
metabdlitos secundarios isolados como agentes inibidores da resposta
inflamatoria (COUTINHO et. al., 2009).

Neste sentido, dentre as 0os compostos naturais ativos com grande
potencial farmacoldgico, principalmente sobre o sistema imune, destacam-se a
Licochalcona A e o trans-cariofileno, os quais apresentam atividades biolégicas
de grande importancia, especialmente a anti-inflamatéria (TAGO et. al., 2010;
FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2010c; VEIGA Jr, et. al.,, 2007; Da SILVA, et. al.
2012).


http://digitalcommons.usu.edu/do/search/?q=author_lname%3A%22Provenza%22%20author_fname%3A%22Frederick%22&start=0&context=656526
http://digitalcommons.usu.edu/do/search/?q=author_lname%3A%22Villalba%22%20author_fname%3A%22Juan%22&start=0&context=656526

46

2.5.1 Raiz de alcaguz e a Licochalcona A

As espécies vegetais do género Glycyrrhiza sao popularmente
conhecidas como Alcacuz. Entre as principais espécies deste género estao a
Glycyrrhiza inflata, Glycyrrhiza uralensis e a Glycyrrhiza glabra, sendo esta
altima a mais comercializada no Brasil e no mundo (ASL, HOSSEINZADEH,
2008), fazendo parte, inclusive, das plantas medicinais listadas na
Farmacopéia Brasileira 32 Edi¢ao.

O alcaguz é uma planta nativa da regido MediterrAnea, mas cresce em
diversas regides do mundo, sendo muito utilizada na medicina tradicional,
principalmente na China (GUPTA et. al., 2008; ASL, HOSSEINZADEH, 2008).

As raizes (figura 3), caracteristicamente doces desta planta, sdo as
principais fonte de suas propriedades medicinais, como hepatoprotetora e,
especialmente, de suas atividades anti-inflamatorias (FURUSAWA et. al., 2009;
FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2009b; FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2010c).

Figura 3. Raiz de alcaguz
Fonte: http://www.thebodynature.com/ (2012)
A Lico A (figura 4) é a principal chalcona encontrada nas raizes de uma
das espécies de alcacuz, a Glycyrrhiza inflata (CHIARADIA et. al., 2008;
FURUSAWA et. al., 2009; FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2010c).
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Figura 4. Estrutura quimica da Lico A

O termo chalcona caracteriza uma serie de compostos, que possui o 1,3-
diarilpropano como nucleo principal, modificado pela presenca de uma ligacéo
olefinica e de uma carbonila (CHIARADIA et. al., 2008)

A Lico A apresenta varias atividades biolégicas, como antiparasitaria,
antimicrobiana e, sobretudo, anti-inflamatéria (FUNAKOSHI-TAGO et. al.,
2009b; FUNAKOSHI-TAGO et. al.,, 2010c). Recentemente, foi evidenciado
potencial inibitério desta chalcona na producédo de mediadores quimicos, como
as prostaglandinas (E2) e IL-1 em fibroblastos de pele humana, sendo esta
substancia também capaz de suprimir, de maneira dose-dependente, a
produgdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 (KOLBE et. al.,
2006; FUNAKOSHI- TAGO et. al., 2008a).

Além disso, a Lico A é capaz de inibir o gene Transdutor de Sinal e
Ativador da Transcricdo 3 (STAT3) também de maneira dose-dependente
(FUNAKOSHI-TAGO et. al.,, 2008a). Considerando a importancia desta
atividade da Lico A, a via de sinalizacdo STAT-3/IL-6 é fundamental para o
desenvolvimento de células Th17 produtoras de IL-17. Esse tipo celular esta
ativamente envolvido em doengas autoimunes, como a EM (ZHOU, et. al.,
2007; WEL, et. al., 2007). Com isso, substancias inibidoras de IL-17 vém sendo
investigadas como possiveis tratamentos para doencas autoimunes. Neste
sentido, ensaios clinicos realizados com anticorpos anti-IL-17 em pacientes
com psoriase (uma doenca de origem autoimune), demonstraram resultados
extremamente promissores no tratamento desta doenca (GARBER, 2012).

Segundo FUNAKOSHI-TAGO et. al. (2009b, 2010c), a Lico A também
possui a capacidade de inibir a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) em
linhagem de células de fibroblastos NIH-3T3. O NF-kB é produzido
principalmente por macréfagos, porém outras células sdo capazes de produzi-

lo, como células linféides, mastécitos, células endoteliais, fibroblastos e tecidos


http://www.nature.com/nbt/journal/v30/n6/full/nbt0612-475.html#auth-1
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neuronais. Este fator atua na regulacdo da expressao de diversos genes,
principalmente aqueles relacionados a resposta imunolégica e inflamatoria. A
ativacdo do NF-kB, leva a um aumento na producdo de varias citocinas,
imunoreceptores, moléculas de adesado celular e substancias envolvidas no
processo de apoptose.

Devido a isso, o NF-kB é um fator de transcricdo central da resposta
inflamatoria em células imunocompententes (tanto as periféricas como
macrofagos, quanto no sistema nervoso central, como as células da glia). No
sistema nervoso central, a regulacdo da expressdo génica pelo NF-kB é de
particular importancia jA que este fator pode estar envolvido tanto em
condic@es fisiologicas (sinapse, desenvolvimento e plasticidade neural) como
em condi¢cdes patologicas que ocasionam neurodegeneracao e morte celular,
como no caso da EM (FUNAKOSHI- TAGO et. al., 2009b; FUNAKOSHI- TAGO
et. al., 2010c).

A Lico A, demonstrou ainda, capacidade de diminuir a expressao da
enzima o6xido nitrico-sintase induzivel (iNOS) em linhagens de macréfagos
RAW264.7 e macrofagos peritoniais, em ensaio realizado in vitro com células
de camundongos C57BL/6. Essas enzimas sdo fundamentais para o controle
da biossintese de o6xido nitrico (NO). O NO, quando produzido em grandes
guantidades por macréfagos e outras células do sistema imune, tem efeito
citotdxico e citostatico. Nos processos inflamatoérios, o NO também é liberado
pelo endotélio vascular pela estimulacdo de bradicinina, histamina e serotonina,
modulando a formacdo de edema pela vasodilatacdo e aumento do fluxo
sanguineo no local. Na EM o NO, juntamente com o peréxido de hidrogénio, &
responsavel pela lesdo direta da bainha de mielina (FUNAKOSHI-TAGO et. al.,
2009b; LEIPER e NANDI, 2011).

De acordo com estudo realizado por UDOMPATAIKUL e SRISATWAJA
(2011), a Lico A apresentou eficacia equivalente quando comparada ao uso de
hidrocortisona no tratamento de Dermatite Atopica (DA). Sendo que a
hidrocortisona é considerada tratamento padréo e efetivo desta enfermidade. A
DA é uma doenca autoimune, -caracterizada por uma reacdo de
hipersensibilidade tipo I, se apresentando como doenca de evolugéo cronica e

recidivante que acomete principalmente pacientes pediatricos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leiper%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21455237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nandi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21455237
http://www.citeulike.org/author/Udompataikul:M
http://www.citeulike.org/author/Srisatwaja:W
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De acordo com BARFOD et. al. (2002), a Lico A provoca a inibicdo da
proliferacédo de linfocitos, estimulados por fitohemaglutinina. Levando também a
inibicdo da producdo de IFN—y (citocina produzida principalmente por células
Thl) e producdo TNF-a por mondcitos humanos de maneira dose-dependente,
sem, no entanto, interferir na sua liberacéo.

Além disso, foi observado também que a pré-administracdo oral de Lico
A (30mg/kg) diminuiu significativamente os niveis séricos de TNF-a em
camundongos C57BL/6 apds a inje¢do de LPS “in vivo” (FURUSAWA, et. al.,
2009), sendo que a producdo de TNF-o também foi inibida em cultura de
células NIH-3T3 pela Lico A (TAGO et. al., 2010). O que nos leva a crer na
possibilidade da Lico A desempenhar algum papel benéfico na terapéutica de
doencas autoimunes como a EM.

Os trabalhos realizados demonstrando o potencial imunomodulatério da

Lico A encontram-se descritos, resumidamente, a seguir na tabela 1.
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Tabela 1. Dados apresentados na literatura sobre o possivel efeito

imunomodulatoério da Lico A.

MEDIADOR

MODELO

AUTOR ESTIMULO
QUIMICO INIBIDO UTILIZADO
Proliferacdo de Células
BARFOD et. al., linfocitos e a mononucleares . o
. Fitohemaglutinina
2002. producédo de IFN-y humanas em
e TNF-a cultura
FUNAKOSHI- Cultura de
STAT3 IL-3
TAGO et. al, celulares Ba/ F3
2008c.
FURUSAWA, et. Camundongos
TNF-a LPS
al., 2009. C57BL/6
FURUSAWA, et. Expressdo iNOS Macréfagos LPS
al., 2009. RAW264.7
FUNAKOSHI- Macrofagos
TAGO et. al., TNF-o. e NO peritoneais de LPS
2009a. camundongos
C57BL/6 em
FUNAKOSHI- Niveis séricos de ] Proteina ativada
: . Cultura de células o
TNF-a induzidos por mitogéenio
TAGO et. al.,,
- NIH-3T3 [
2009a / 2010c. pela ativagdo do familia da

NF-kB.

guinase
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2.5.2 Oleo de Copaiba e o trans-cariofileno

As copaiferas sdo arvores comumente encontradas na América Latina,
especialmente nas regides Sudeste e Amazbnica. Seu 6leo-resina € obtido
pela extracdo, geralmente por meio de incisdes ou perfuragdes no caule, sendo
muito utilizado popularmente devido a grande variedade de propriedades
farmacoldgicas que apresenta (VEIGA JR et. al. 2007). No Brasil, a copaiba é
uma &rvore nativa e esta localizada na regido sudeste, centro-oeste e na regido
amazonica. Existem mais de 20 espécies no pais, sendo as mais comuns
a Copaifera langsdorfii (particularmente importante por estar distribuida por
todo o territorio) (VEIGA JR et. al. 2007), Copaifera officinalis, Copaifera
reticulata e Copaifera multijuga (YAMAGUICHI, GARCIA, 2012).

A aplicagdo medicinal do 6leo de copaiba é extensa, sendo utilizada
principalmente devido a suas ac¢lOes antissépticas do aparelho urinario,
cicatrizante, anti-inflamatdria e antitumoral. Dentre estas, a atividade anti-
inflamatéria é, sem duavida, a mais difundida na medicina popular,
principalmente na regiao amazonica (VEIGA JR et. al.,, 2007; YAMAGUICHI,
GARCIA, 2012).

Quimicamente, o Oleo-resina de copaiba pode ser definido como uma
mistura de acidos diterpénicos em um Oleo essencial constituido
majoritariamente por sesquiterpenos, principalmente o trans-cariofileno
(aproximadamente 60% da constituicdo do oleo-resina) (CHICARO, 2009). O
trans-cariofileno (Figura 5) esta presente em diversas espécies de Copaifera e
as concentracbes desta substéncia podem variar nas diferentes espécies,
resultando em uma atividade terapéutica diferenciada entre os 6leos
(FERNANDES et. al., 2007; VEIGA JR et. al., 2007; YAMAGUICHI, GARCIA,
2012).
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Figura 5. Estrutura quimica do trans-cariofileno.

A atividade anti-inflamatéria do O6leo-resina de copaiba tem sido
demonstrada em diversos estudos, como no trabalho de YAMAGUICHI e
GARCIA (2012), onde o tratamento com 0leo inibiu a formacéo de edema, em
modelo induzido por carragenina em camundongos Balb/c e, com isso, reduziu
a formacdo de granuloma com diminuicdo da permeabilidade vascular e a
diminuicdo na produgdo de NO por macréfagos. Caracteristica essa altamente
relevante, tendo em vista, como dito anteriormente, que o NO é um dos
responsaveis pela lesédo direta lesdo a bainha de mielina na EM.

O 6leo de copaiba também é capaz de diminuir a expressao do NF-kB, o
qual possui grande importancia na imunopatogénese da EAE. Além disso, foi
observado que o O6leo de copaiba apresentou melhor efichcia que a
dexametasona na inibicdo do NF-kB, diminuindo a proliferacdo de células
originadas de carcinoma epidermoide de orofaringe (CHICARO, 2009). Fato
que se torna relevante, considerando que os corticoides sdo utilizados no
tratamento da EM, este estudo ratifica o potencial do 6leo de copaiba no
tratamento desta doenca.

Com isso, considerando a correlacédo entre as atividades bioldgicas do
0leo de copaiba com o trans-cariofileno, a atividade anti-inflamatdria deste
composto foi demonstrada quando avaliada em ratos Wistar e camundongos
Swiss. O trans-cariofileno apresentou marcante atividade anti-inflamatéria,
levando a redugcdo do edema de pata induzido por ovalbumina e por
carragenina, quando administrado oralmente na dose de 50 mg/kg. Essa
substancia também foi capaz de inibir da producdo de COX-2, iINOS e TNF-a,

guando administrada por via oral. Tendo em vista que a COX-2 e 0 iINOS séao
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importantes enzimas envolvidas nos processos inflamatérios (FERNANDES et.
al., 2007).

Em trabalho realizado por MEDEIROS et. al. (2007), o trans-cariofileno
inibiu a migracédo de neutrdfilos induzida por LPS no edema de pata em ratos.
E em estudo realizado por CHO et. al. (2007), o trans-cariofileno reduziu o
infiltrado inflamatorio no célon, diminuindo os niveis de mieloperoxidade, INF-y
e IL-6, em colite induzida por dextrana (modelo classico de inflamacéo),
acarretando com isso, uma melhora significativa no quadro da doenca.

Em suma, trabalhos que mostram o potencial imunomodulatério do

trans-cariofileno encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Dados apresentados na literatura sobre o possivel efeito

imunomodulatério do trans-cariofileno.

MEDIADOR QUIMICO MODELO
AUTOR INIBIDO UTILIZADO ESTIMULO

FERNANDES . Camundongos | OQvalbumina e

et. al., 2007 | COX2 INOSeTNF-o, | gyjss e Ratos Carragenina

Wistar

MEDEIROS - x - .

et. al.. 2007 Migracado de neutréfilos | Ratos de Lewis LPS

CHO et. al. Infiltrado inflamatério e | Camundongos

’ Dextran
2007 INF-y e IL-6 CD1

Pelo exposto anteriormente levando-se em consideracdo 0s
mecanismos imunoldgicos da EAE, e considerando que a Lico A inibe IFN-y,
TNF-a, NO, inibe a expressdo do NF-kB e STAT-3 (sinalizador intracelular de
IL-17) e o trans-cariofileno exerce efeito inibitério sobre o INF-y, INOS e TNF-q,
torna-se relevante estudar os possiveis efeitos imunomodulatérios da Lico A e
do trans-cariofileno no curso clinico, na modulacéo da resposta inflamatoria, e
nos aspectos histologicos do SNC da EAE induzida em camundongos C57BL/6

como modelo de estudo para a EM.
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3.0 OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos da Lico A e do trans-cariofileno sobre a evolugao
clinica, aspectos histolégicos do SNC e sobre a producdo de mediadores
inflamatérios em sobrenadante de culturas celulares de camundongos C57BL/6
com Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) como modelo de estudo

para a Esclerose Mdltipla.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) lIsolar e purificar a Lico A a partir do extrato seco das raizes de alcaguz,
tendo em vista a realizacao dos ensaios biolégicos propostos;

B) Verificar os efeitos da Lico A e do trans-cariofileno sobre o curso clinico
da EAE, através do peso médio dos animais e escores clinicos da
doenca induzida em camundongos C57BL/6;

C) Avaliar os efeitos do tratamento com a Lico A e o trans-cariofileno sobre
0s niveis dos radicais livres peréxido de hidrogénio (H20,) e éxido nitrico
(NO) produzidos por cultura de macrofagos peritoneais de camundongos
C57BL/6;

D) Avaliar os efeitos do tratamento com a Lico A e o trans-cariofileno sobre
0s niveis das citocinas IL-17, IFN-y e TNF-a produzidos por cultura de
esplendcitos de camundongos C57BL/6;

E) Investigar os efeitos do tratamento com a Lico A e o trans-cariofileno

sobre os aspectos histolégicas no SNC.



55

4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

O trans-cariofileno foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO).

A Lico A foi isolada e purificada a partir de extrato seco da raiz
Glycyrrhiza inflata (Gl), regido de Xinjiang, o qual foi adquirido comercialmente

(Shanghai Openchem International CO., Ltd);

4.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA
LICO A

4.2.1 INSTRUMENTACAO UTILIZADA

O Nucleo de Identificagdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN)

dispds dos seguintes equipamentos para o desenvolvimento deste trabalho:

e Rotaevaporador (Buchi RII)
e Bomba (Buchi V-700)
e Lampada UV 254 e 366 nm (Pré-analise)

e Balanca analitica (Marte-BL32)

4.2.2 MATERIAIS CROMATOGRAFICOS

Para as extracdes e sistemas cromatograficos, utilizaram-se solventes

de grau P.A., das marcas Merck, Vetec e Alphatec;
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O tipo de fase estacionaria utilizada nos processos cromatograficos

variou de acordo com a separacédo desejada:

- para cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), utilizou-
se com adsorvente placas de silica gel flexiveis (cromatofolha de aluminio)
Whatman (60 F254, Merck) 10x10 cm.

- para cromatografia liquida a vécuo (CLV), utilizou-se coluna
cromatografica de vidro com placa sintetizada, de dimensdes 20 cm de altura e
10 cm de diametro. O sistema cromatografico consistiu de coluna
cromatografica e bomba de vacuo. A coluna de vidro foi preenchida com 200g
de silica (sendo 100g de silica 15-40 mm e 100g de silica 60H, ambas da
Merck) devidamente homogeneizadas e compactadas. A amostra foi aplicada
no topo da coluna empacotada e a coluna eluida com o sistema de eluotrépico
de solventes com polaridade crescente

- para a cromatografia tipo flash (CFlash), foi utilizada coluna
cromatografica de vidro (25 cm x 2 cm), preenchida com 20g de silica 60
(0,063 — 0,200 mesh, Merck) até altura de 20 cm. A amostra (GIl.V3) foi
homogeneizada, incorporada em quantidade suficiente de silica gel 60 e
utilizada vazéo de 5 cm/min.

- para as revelagbes dos cromatogramas obtidos em placas
comparativas utilizaram-se solu¢do de anisaldeido sulfurico e solucdo de

vanilina em &cido sulfarico, e/ou irradiacdo no UV (254 e 366nm).

4.2.3 Obtencéo do Espectro de RMN de *H e ©*C

Os espectros de RMN 'H e *C para confirmacéo da estrutura quimica
da Lico A foram registrados em espectrometros Brucker — Avance DPX 300,
operando em 300 MHz (RMN de 'H) e 75 MHz (RMN de 3C), utilizando

metanol deuterado como solvente da marca Aldrich.



57

4.3 OBTENCAO E PURIFICACAO DA LICO A

A Lico A foi obtida a partir do extrato seco das raizes de alcacuz chinesa
Glycyrrhiza inflata (GI) (Shanghai Openchem International Co., Ltd ).

Inicialmente, este extrato foi solubilizado em metanol (MeOH) e
submetido a analise em CCDC juntamente com padrdo de Lico A (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), utilizando-se diversos sistemas de eluentes e diferentes
tipos de reveladores (vanilina sulftrica, anisaldeido sulfarico, luz UV), com a
finalidade de se identificar a presenca de Lico A. Depois de identificada a
presenca de Lico A neste extrato (Gl), o mesmo foi submetido ao
fracionamento cromatogréafico com a finalidade de isolar e purificar a Lico A.

Assim, parte deste extrato seco (15 g) foi submetido a CLV. Foram
coletadas 9 fracdes, utilizando-se como eluentes hexano (Hex) e acetato de
etila (AcOEt) em misturas com polaridades crescentes. Os solventes
foram removidos por evaporacdo rotatéria e apds analise destas fracbes por
meio de CCDC juntamente com o padréo de Lico A, foi possivel agrupa-las em
5 subfracdes, conforme descrito no Tabela 3.

Tabela 3. Grupo de fragBes obtidas por CLV do extrato seco (15g) da raiz de

alcacuz (GlI).

ELUENTES FRACOES MASSA (9)
Hex: AcCOEt 95:5 Gl 0,05
Hex: AcOEt 90:10 GLII 0,15
Hex: AcOEt 70:30 GLII 0,18
Hex: AcOEt 50:50 GLIV 0,42
Hex: AcOEt 40:60 —0:100 GlLV 10,53

Apés andlise das fracbes obtidas por meio de CCDC utilizando-se
padrdao da Lico A e, observando-se a presenca de soélido amarelo na fracao
GLV (10,59), esta fracdo foi submetida a novo fracionamento cromatogréfico

por CLV. Foram coletadas 8 fragbes de 1000 mL cada, utilizando-se como
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eluentes diclorometano (DCM) e MeOH em misturas com polaridades

crescentes, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Grupos de fracdes obtidas por CLV da fracdo GI.V (10,59).

ELUENTES FRACOES MASSA (9)
DCM: MeOH 99,5.0,5 GILVI 0,02
DCM: MeOH 99:1 GILV2 0,02
DCM: MeOH 98:2 GILV3 1,70
DCM: MeOH 97:3 GI.V4 1,90
DCM: MeOH 955 GI.V5 1.12
DCM: MeOH 90:10 GI.V6 1.68
DCM : MeOH 50:50 GILV7 1.79
MeOH GI.V8 0,99

ApoOs andlise das fracbes obtidas por meio de CCDC utilizando-se
padrdo da Lico A e, observando-se a presenca de solido amarelo na fracdo
GI1.V3(1.70g).

Esta fracdo (Gl. V3), foi submetida a cromatografia do tipo flash,
utilizando como eluente DCM:MeOH 95:5 v/v e 0,01% &cido acético. Foram
obtidas 65 fracdes, de 50 mL cada, as quais foram analisadas por CCDC
permitindo agrupa-las em apenas 5 subfracdes, denominadas de FO1, FOZ2,
FO3, FO4 e FO5. Mediante a andlise em CCDC, observou-se a presenca de
uma unica mancha na fracdo FO3 (0,5g), a qual se apresentava como um
sOlido amarelo. Esta substadncia isolada foi submetida a analise
espectroscopica por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
(figura 7) e de carbono (RMN *3C) (figura 8), tendo sua estrutura quimica

confirmada como sendo a Lico A.

O resumo do processo de isolamento e purificacdo da Lico A encontra-

se na Figura 6 a seguir.
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Extrato seco (Gl)
15g

CLVv HEX/ AcOET

GlLI GL.II GLIII GLIV GLV
(95:5) (90:10) (70:30) (50:50)  (40:60 —0:100)
0,05g 0,15g 0,18g 0,42g 10,53g

CLvV DCM/MeOH

GIL.VA1 GlLv2 GLV3 Gl.v4 GLVS GlL.V6 GLV7 GlLVE

(99,5:5) (90:10) (70:30)  (50:50)  (40:60) (30:70)  (20:80)  (10:90)
0,02¢ 0,028 1,70g 1,91g 1,12g 1,688 1,79g 0,99g
C Flash | DCM/ MeOH (+ H*)
65 Fragoes
ccoe
It
FO1 FO2 Fo3 |\ Fo4 | | Fos
0,5
RMN

Figura 6- Fluxograma geral do procedimento de fracionamento do extrato seco

de raiz de alcaguz (Glycyrrhiza inflata) para a obtengéo da Lico A
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4.4 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fémeas, com 8-12
semanas, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reproduc¢éo
(CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Eles permaneceram na
sala de manutencdo de animais do Laboratorio de Imunologia Clinica da
Faculdade de Farmacia, em estantes climatizadas e dieta ad libitum e durante
a fase de doenca clinica as mamadeiras tiveram o0s bicos alongados e as
ragbes trituradas para facilitar a alimentacdo dos mesmos. Todos o0s
procedimentos de acordo com os principios do Codigo Brasileiro para a
Utilizacdo de Animais de Laboratério tendo sido autorizados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG
(Protocolo N° 039/2010) (Anexo 1).

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Ao todo foram utilizados 30 animais, destes 5 foram utilizados como
controle negativo e ndo receberam qualquer tipo de tratamento (a ndo ser os
veiculos) e foram analisados e sacrificados para analises padrées de clinica,
histologia, dosagens de citocinas e de radicais livres em condicdes fisioldgicas.
Os demais foram, divididos em cinco grupos como mostrado abaixo e
sacrificados no 20° dia pés-inducdo da EAE (pico da doenca em camundongo
C57BL/6):

Grupo | (controle negativo): camundongos C57BL/6 sem inducéo da
EAE injetados com veiculo (CFA e Toxina Pertussis) (n:05);

Grupo Il (controle positivo): camundongos C57BL/6 com a indugéo da
EAE (n:05);

Grupo lll: camundongos C57BL/6 com inducé&o da EAE e tratados com

Lico A V.O 15 mg/Kg/dia apds inicio dos sintomas (n:05);
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Grupo IV: camundongos C57BL/6 com inducdo da EAE e tratados com
Lico A V.O. 30 mg/Kg/dia ap0ds inicio dos sintomas (n:05);

Grupo V: camundongos C57BL/6 com inducédo da EAE e tratados com
trans-cariofileno V.O. 25 mg/kg/dia apds inicio dos sintomas (n:05);

Grupo VI: camundongos C57BL/6 com inducdo da EAE e tratados com

trans-cariofileno V.O. 50 mg/kg/dia apoés inicio dos sintomas (n:05);

4.6 INDUCAO DA EAE

Os animais foram imunizados por via subcutanea (s.c.) em ambos os
lados da base da cauda com 100 uL de emuls&o antigénica contendo: 100 pug
do peptideo MOG3s55 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) e adjuvante
completo de Freund (Sigma) suplementado com 400 ug de Mycobacterium
tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, EUA). No dia da imunizacédo e
apés 48 horas, foram injetados intraperitonealmente (i.p.) 300 ng de toxina
pertussis (Sigma). Os animais foram observados diariamente quanto ao
aparecimento dos sinais clinicos (tabela 5) sendo sacrificados no 20° dia apo6s

a inoculacao.

4.7 TRATAMENTO APOS A INDUCAO DE EAE

Os animais foram observados diariamente por um periodo minimo de
duas horas/dia desde o dia da inducdo até o final do experimento por no
minimo dois observadores. Apos a inducédo da EAE, o tratamento com Lico A e
trans-cariofileno foi iniciado, quando pelo menos 80% dos grupos apresentava
pelo menos um animal com escore 1 (perda no ténus da calda- tabela 5). Para
isso as substancias testadas foram dissolvidas em solucéo salina (NaCl 0,9%)
com 5% de Tween 80 e administradas por via oral em 200 ul nas dosagens de
15 e 30 mg/Kg/dia de Lico A (FURUSAWA, et. al., 2009) e 25 e 50 mg/Kg de
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trans-cariofileno (FERNANDES et. al., 2007) dia, respectivamente, utilizando
agulha de 20 mm de gavagem. Ambas foram administradas a partir do inicio
dos sintomas até o pico clinico da doenca de forma ininterrupta como mostrado

nos grupos anteriormente descritos.

4.8 AVALIACAO DOS SINAIS CLINICOS

Depois da inoculagdo, os animais foram observados diariamente por
duas horas e os sinais clinicos foram registrados de acordo com LEADBETTER
(1998), MOHAMED et. al. (2004), PERON (2010) (Tabela 5).

Tabela 5: Escore clinico dos C57BL/6 com EAE.

ESCORE SINAIS CLINICOS

0 SADIO

1 PERDA DE TONUS DA CAUDA

2 PARALISIA PARCIAL PATAS TRASEIRAS

3 PARALISIA SEVERA PATAS TRASEIRAS

4 PARALISIA SEVERA PATAS TRASEIRAS E PARALISIA
PARCIAL PATAS DA FRENTE

5 MORTE

Os resultados foram expressos de acordo com a média diaria dos
escores neuroldgicos observados, calculados pela formula abaixo:

X(x1)
N

X =
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4.9 AVALIACAO DA VARIACAO DE PESO

Os animais foram pesados diariamente em balanca analitica (marte-
BL320H), sendo avaliada a média diéria de cada grupo, com base na formula:

X(x1)
N

(Somatorio dos valores de peso individual de cada animal do grupo, dividido

X =

pelo numero de animais de cada grupo). A perda de peso em relacéo ao inicio
do protocolo experimental foi calculado nos dias 0° (da indug&o), 2°, 4°, 6°, 8°,
99, 10°, 11°, 12°, 13°, 14°,15°, 16°, 17°, 18° e 19° dia pds inducéo da EAE.

4.10 OBTENCAO DE CELULAS PERITONEAIS, ESPLENOCITOS E TECIDO
NERVOSO CENTRAL

Apls eutanasia com xilasina (30mg/Kg) e quetamina (160mg/kg)
(DAMY, et. al., 2010), os animais tiveram a retirada do exudato peritonial por

puncdo em PBS estéril, do baco, do encéfalo e da medula por disseccéo.

4.10.1 Obtencéo das células do exudato peritoneal

Posterior a assepsia com etanol 70% (v/v), a pele da regido abdominal
foi removida para exposicdo do peritbnio. Com auxilio de seringa e pinca
cirdrgica estéreis, a cavidade peritoneal foi exposta e lavada com 5mL de PBS,
pH 7,4, estéril. Apés o massageamento do abdémen por aproximadamente 30
vezes para o desprendimento das células, os lavados peritoneais dos
camundongos foram aspirados e acondicionados em tubos plasticos tipo falcon

estéreis e mantidos em banho de gelo até a sua utilizagdo. Foram utilizadas
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células provenientes dos 5 camundongos pertencentes a cada grupo
experimental.

Apos a coleta, os lavados foram centrifugados a 1200 rpm, 8 min, 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de células foi ressuspenso em 1 mL
de PBS estéreo (pH 7,4). A contagem das células presentes no lavado
peritoneal foi realizada em cadmara de Neubauer e a viabilidade avaliada com
solucéo de Azul de Trypan (0,1%). O volume da suspensao foi entdo ajustado
para 2x10° células/mL em RPMI completo para a realizacdo das dosagens de
NO e H0..

4.10.2 Obtencéo dos esplendcitos

O baco dos animais foi coletado de maneira asséptica e, apds lavagem
com solucdo de RPMI incompleto estéril, foi macerado em 5 mL desta mesma
solucdo. As células foram centrifugadas (1200 rpm, 8 min, 4°C) e o botéo
celular ressuspenso em solucdo de cloreto de aménio para lise das hemacias.
Este processo foi repetido até completa lise das hemacias. Em seguida, as
células foram ressuspensas em meio RMPI completo (10% SFB — soro bovino
fetal) e incubadas em placas de 6 pocos por 1 hora em estufa a 37°C e 5% de
CO, transferido para tubos do tipo falcons de 15 mL para serem contados em
camara de Neubauer com azul de Tripan, avaliando-se aqui a viabilidade das
células. Fazer-se-a, entdo, o ajuste de 2x10° células/mL e colocadas em
cultura por 48 horas com ou sem estimulo. Apds este procedimento o
sobrenadante foi coletado para dosagens de citocinas.

4.10.3 Preparo do material do SNC

Os materiais do SNC, ap0s obtencdo, foram mantidos imersos em

solucbes fixadoras de formol tamponado a 10% (4g de fosfato de sodio
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monobasico, 6,5 g de fosfato de sédio dibasico, 100mL de formol P.A e 900 mL
de agua destilada). ApOs disseccao, os fragmentos foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 hora
cada, sendo feitos 3 banhos em alcool absoluto. Posteriormente, foram
clarificados em 3 banhos em xilol de 1 hora cada e finalmente feita a
impregnagao em parafina em estufa a 58°C e a inclusdo na parafina a
temperatura ambiente. Os blocos foram entdo cortados em micrétono modelo
"820” Spencer com espessura de 5 um para coloragcdo de hematoxilina —

eosina .

4.11 COLORACOES HISTOLOGICAS

Os cortes foram desparafinados em trés trocas de xilol (dois minutos
cada) e hidratados em solucdes de etanol com concentracbes decrescentes
com duas trocas a 100%, uma a 90% e uma a 70% (dois minutos em cada

troca) e lavados em agua destilada.

4.11.1 Hematoxilina e Eosina (Luna, 1968; Carvalho, 1999)

Apbs a hidratacdo dos tecidos, estes, foram corados durante 15 minutos
pela Hematoxilina de Harris: 5 g de hematoxilina dissolvidos em 50 mL de
alcool absoluto e 100 g de alimen de ambnio ou potassio em 1000 mL de agua
destilada aquecida misturaram-se as duas solucdes, deixar ferver, em seguida
adicionado 2,5 g de Oxido de mercurio, reaquecido até tornar-se purpuro
escuro; Foram retiradas do aquecimento e esfriadas rapidamente. Foram
adicionados de 2 a 4 mL de &cido acético glacial por 100 mL de solucéo, este
foi filtrado antes do uso e o material foi lavado e azulado em agua corrente por

5 minutos e agua amoniacal (200mL de agua destilada com 3 gotas de
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hidréxido de amo6nio), corados pela solucdo de eosina aquosa 1% durante 2

minutos e diferenciados em etanol a 70%.

4.12 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Para analise histopatologica descritiva, foram obtidos cortes histolégicos
corados por HE da medula espinhal, cérebro e cerebelo, de todos os animais
do experimento, observando-se as caracteristicas corticais particulares de cada
orgdo, bem como as caracteristicas da substancia branca. Os aspectos
observados durante a analise histopatolégica foram a morfologia neuronal,
presenca e estruturas de fibras mielinicas, celularidade glial do neuroplilo, bem
como, intensidade, localizagdo e composi¢cdo leucocitaria do infiltrado
inflamatorio.

Todos os cortes foram avaliados por 2 profissionais com experiéncia e
formacdo em histopatologia em microscépio Axiostar plus®, Camera Sony®
DCR-PC 100 e Software Axiovision release® verséo 4.8 em aumento de 250,
400 e 1000X. Apés observacao, foram selecionadas para captura digital areas
significativas da morfologia de cada 6rgdo, com o cuidado de fotografar as

mesmas localizagdes anatdbmicas em todas as amostras.

4.13 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NITRITO)

Apos 48 horas de cultura, 100 uL de sobrenadante de cultura de células
peritoneais de cada animal a 2x 10° cels/mL foram colocados nos pocos de
microplacas de ELISA com fundo chato tipo Corning. O sobrenadante foi
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente com 100ul do Reativo de
Griess (Ding et. al., 1988). Este reativo foi obtido misturando-se a solugéo A (50
ml de sulfanilamida 1%) com a solugcédo B (50 ml de 0,1% dihidro-cloreto de
naftiletilenodiamina diluido a 2,5% de H3PO, - Sigma Co., St. Louis), volume a

volume. A absorbancia foi medida, utilizando-se um filtro de 540 nm em um
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leitor automatico de ELISA (TP READER NM). A produgdo de NO foi
quantificada através de comparacdo com uma curva padrdo de Nitrito em
concentracdes variando de 3,12 a 100uM, sendo os resultados expressos em

moles/mL.

4.14 PRODUCAO DE H,0,

A producdo de peroxido de hidrogénio foi avaliada através do método
descrito por Pick & Mizel (1981), adaptada por Russo e colaboradores (1989) e
modificada como descrita abaixo.

Apos terem sido centrifugadas, as células de peritbnio foram
ressuspensas em meio RPMI contendo 0,05 ug/ml de peroxidase e fenol
vermelho, sendo que aliquotas de 100ul das suspensées celulares (2 x 10°
cels/ml) foram distribuidas em placas (Corning) de 96 cavidades (em triplicata)
e estimulados ou ndo com 10ug/ml de MOG e Concanavalina A (Con A). Apos
01 hora de incubacédo a 37°C em estufa de CO,, a reacao foi interrompida pela
adicdo de 10ul de NaOH 1M as cavidades da placa. Procedeu-se, entédo, a
leitura da absorbancia, utilizando-se o filtro de 620 nm com auxilio de leitor
automatico de ELISA (TP READER NM). A quantidade de H,O liberada na
reacao foi calculada a partir de uma solucdo estoque (30%) de H,O, (Sigma
Co., St. Louis) em concentracdes variando de 1 a 50uM, sendo os resultados

expressos em moles de H,O,/ 2 x 10° células peritoneais.

4.15 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

As células foram cultivadas na densidade de 2 x 10°poco em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2

mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina
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(RPMI 5%, Sigma), em camara umida, a 37°C e em atmosfera de 5% de CO..
As culturas foram estimuladas com MOGg3ss_55 ha concentragdo de 10 pg/ml e
com concanavalina A (Sigma) a 10 ug/ml. Sobrenadantes foram coletados apos
24h e congelados em freezer a -86°C para realizacdo da técnica de ELISA. As
Placas de ELISA foram sensibilizadas com um primeiro anticorpo (anti-TNF-a.,
anti-IFN-y e anti-IL-17) (PeProtech Inc, New Jersey), diluidos em PBS e
incubadas “overnight” a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-Tween
20 (PBST) por 4x foram e bloqueadas com PBS-Tween 20 (PBST) + 10% BSA,
por 2 horas. Apos este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes em PBS-
T e, em seguida, adicionados o padrdes (das citocinas citadas anteriormente)
(PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras dos animais utilizados no modelo
experimental. As placas foram entédo incubadas por mais 2 horas a temperatura
ambiente. Terminada a incubacdo as placas foram lavadas quatro vezes em
PBS-T e 0 segundo anticorpo biotinilados (dos respectivos anticorpos
primarios) (PeProtech Inc, New Jersey) foram adicionados e incubados por
mais 1 hora a temperatura ambiente. A seguir mais quatro lavagens com PBS-
T foram realizadas e adicionado o conjugado enzimatico constituido do
complexo streptoavidina-peroxidase, na diluicdo de 1/400 (SIGMA - Co, St.
Louis), seguido de incubacdo por 1 hora. Apds este periodo, a reacdo foi
revelada pela adicdo do substrato contendo Tampé&o Citrato (pH 5,5),
cromogeno OPD (1mg/mL) e agua oxigenada 30% (1ug/mL). A reacgdo foi
bloqueada com &acido sulfrico 4N e a leitura feita em leitor de ELISA (TP
READER NM) a 440 nm. As amostras foram quantificadas por comparacao
com as curvas padrdes recombinantes (as concentracfes dos anticorpos e
recombinantes foram de acordo com recomendac¢des do fabricante PeProtech
Inc, New Jersey).

4.16 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados pela média +/- desvio-padrédo

(GraphPad Instat 3.1%). As variaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes
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grupos pelo teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov para a distribuicéo
gaussiana dos dados. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
pera a determinacao das diferencas significativas entre os grupos, com nivel de

significancia (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DA LICO A

Apos o isolamento e purificacdo, a estrutura quimica Lico A (Figura 7) foi

confirmada por meio da anélise dos espectros de RMN de *H (Figura 8) e de
13C (Figura 9) e comparacéo com os dados previamente publicados (WANG et.
al., 2004; WON et. al.,, 2007). Os dados espectroscopicos encontram-se a
seqguir:
RMN *H (300 MHz, CD3;0D) & (ppm): 1,29 (s, 6H, H20 e H21); 3,68 (s, 3H,
H16); 4,82-4,83 (m, 2H, H19a e H19b); 6.02-6,17 (dd, 1H, J;519,=18,0 Hz e
J18.10a=10,5 Hz, H18); 6,27 (s, 1H, H12); 6,69 (d, 2H, J,6=8,7 Hz); 7,30 (s, 1H,
H15); 7,37(d, 1H, H8, J8,9=15,6 Hz); 7,74-7,83 (m, 3H, H3,H5 e H9).

RMN *3C (75 MHz, CD;OD) & (ppm): 27,64 (C20 e C21); 41,18 (C17); 56,18
(C16); 100,97 — 163,59 (carbonos aromaticos e olefinicos); 191,97 (C7).

o) OCHj
16

Figura 7- Estrutura quimica da Lico A com numeracao das funcdes organicas

para confirmadas por RMN.
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5.2 CURSO CLINICO DA EAE

Os 30 camundongos utilizados foram acompanhados clinicamente
durante todo o experimento. Sendo que, durante a realizagdo do mesmo, 0s
grupos se comportaram de maneira diferente.

Para o grupo controle negativo, foram utilizados 05 camundongos e em
nenhum momento foi observado o desenvolvimento de qualquer sinal clinico
neurolégico da EAE, tais como perda do tbnus da cauda (escorel), paralisia
parcial dos membros posteriores (escore 2), paralisia severa dos membros
posteriores (escore 3), tetraplegia e animais moribundos (escore 4) ou morte
dos animais (escore 5).

Resultado diferente do encontrado no grupo de camundongos induzidos
com da EAE, sem tratamento, sendo por isso determinado como grupo controle
positivo (Figura 10). Estes comecaram a apresentar sintomas da EAE no nono
dia ap6s inducdo (dois animais apresentavam flacidez e atonia de cauda -
escorel). O que também foi observado no 10° e 11°dias. Ao 12° dia, observou-
se que um animal ja apresentava paralisia parcial nos membros posteriores
(escore 2) e dois perda no ténus da cauda (escorel). No 13° dia pés-inducéo,
todos os animais pertencentes ao grupo em questdo apresentavam sinais
clinicos da EAE, desses, trés apresentavam perda do ténus da cauda (escore
1), um com paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) e um com
paralisia severa dos membros posteriores (escore 3).

ApoOs a avaliacao clinica ao 14° dia, foi observado, que os sinais clinicos
progrediram, resultando em um animal com perda do tbnus da cauda
(escorel), dois com paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) e dois
com paralisia severa dos membros posteriores (escore 3). Ao 15° dia, um
animal evoluiu para a tetraplegia (escore 4), enquanto que, os demais
apresentaram clinica estavel, sendo, dois apresentando paralisia parcial dos
membros posteriores (escore 2) e dois paralisia severa dos membros
posteriores (escore 3). Este mesmo quadro se manteve ao 16° dia.

No 17° pés-inducdo da EAE, quatro animais apresentavam paralisia

severa dos membros posteriores (escore 3) e um tetraplegia, quadro esse, que
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se repetiu no 18° dia. Ao 19°, um animal ja& apresentou melhora clinica
espontanea, com isso 0s animais foram sacrificados no 20° dia, a fim de se
detectar o maximo dano tecidual e obter o maior titulo de citocinas. Este fato
pode ser visualizado na tabela 6, que representa a média do escore clinico da
EAE (grupo controle positivo) no 19° dia e no dia do sacrificio dos animais, ou
seja, 20°dia pos-inducéo.

Tabela 6. Média dos escores encontrados nos grupos do experimento no 19° e
20° dia p6s inducédo de EAE.

19° DIA POS INDUCAO 20° DIA POS INDUCAO
Grupos Escore Grupos Escore
Médio Médio
EAE 3,2 EAE 3,0

EAE + Lico A-15 mg/Kg/dia 2,6 EAE + Lico A-15 mg/Kg/dia 2,6

EAE + Lico A-30 mg/Kg/dia 1,6 EAE + Lico A-30 mg/Kg/dia 1,6

EAE + trans-cariofileno-25 20 EAE + trans-cariofileno-25 20
mg/Kg/dia ’ mg/Kg/dia '

EAE + trans-cariofileno-50 0.8 EAE + trans-cariofileno-50 0.8
mg/Kg/dia ’ mg/Kg/dia ’

Os tratamentos com a Lico A nas doses de 15 mg/Kg e 30 mg/Kg, assim
como os tratamentos com o trans-cariofileno nas doses 25 mg/kg e 50 mg/kg,
sé comecaram a ser administrados por via oral, a partir do 10° dia, devido ao
fato de que quatro dos cinco grupos inoculados com MOGss3s5 /CFA ja
apresentavam sintomas da EAE (80%).

No grupo de camundongos induzidos com a EAE e tratados com 15
mg/Kg/dia de Lico A por via oral (n=05) (Figura 10), os animais também
apresentaram sintomas clinicos de EAE no 9° dia p6s induc¢do. No 10° dia pos-
inducéo, dois dos cinco animais ja apresentavam perda no tbnus da cauda

(escore 1), com a evolucdo de um desses no 11° para paralisia parcial dos
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membros posteriores (escore 2). Sendo que, no 12° dia, esse mesmo animal ja
apresentava paralisia severa dos membros posteriores (escore 3), e entre 0s
demais, a evolucdo clinica também foi observada, onde um evoluiu para
paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) e outro apresentou perda
no ténus da cauda (escorel). Ao 13° dia foi observado a rapida evolu¢do de um
animal que anteriormente apresentava paralisia parcial dos membros
posteriores (escore 2) a um estado de tetraplegia (escore 4), em contrapartida,
houve estabilizacdo clinica dos demais, considerando que um apresentava
paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) e outro perda no tonus da
cauda (escore 1), como o observado no dia anterior.

Fato esse que, se repetiu no 15° dia pés-inducao. No 16° dia, mais um
animal do grupo evoluiu para um quadro de paralisia parcial dos membros
posteriores (escore 2). Em relacdo aos demais, dois apresentavam paralisia
severa dos membros posteriores (escore 3) e um tetraplegia (escore 4). No 17°
dia, todos os animais do grupo ja apresentavam sinais clinicos de EAE, porém
houve uma estabilizacdo dos sinais clinicos, com isso, foi observado neste
grupo um animal com perda no tonus da cauda (escore 1), um com paralisia
parcial dos membros posteriores (escore 2), dois com paralisia severa dos
membros posteriores (escore 3) e um com tetraplegia ( escore 4). Os sinais
clinicos da EAE que foram observados no 17° dia, mantiveram-se oS mesmos
no 18°, 19° e 20°dia, indicando assim uma estabilizacdo clinica. Observamos
na tabela 6 a avaliagdo clinica dos animais pertencentes a esse grupo no 19°
dia e no dia do sacrificio (20° dia pds-inducéo).

Podemos notar (Figura 10) que em nenhum ponto deste grupo
ocorreram diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle
positivo (EAE) e este tratamento.

Resultado diferente foi encontrado no grupo de camundongos C57BL/6
com a EAE e tratados com 30 mg/Kg/dia de Lico A por via oral (n= 05) (figura
9) onde os primeiros sinais clinicos também foram observados no 9° dia. Neste
momento, um animal apresentando flacidez e atonia de cauda (escorel). Fato
esse, que ocorreu também entre o 10° ao 13° dia. No 14°, apenas o animal que
ja apresentava sinais clinicos evoluiu para um quadro de paralisia parcial dos

membros posteriores (escore 2). Porém, no 15°, dois animais apresentavam
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sinais clinicos, um com perda no ténus da cauda (escore 1) e outro com
paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2).

Na avaliacdo realizada no 16° dia, foi observado que quatro dos 5
animais do grupo em questao apresentavam sinais clinicos de EAE, sendo dois
com perda do tonus da cauda (escore 1) e dois com paralisia parcial dos
membros posteriores (escore 2). J4 ao 17° dia, 0s quatro animais com sinais
clinicos apresentavam paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2).
Assim como o encontrado no grupo tratado com Lico A 15mg/Kg/dia, também
ocorreu uma estabilizagdo da clinica observada nos animais entre o 17° dia e o
19° dia ap6s a inducdo, com os quatro animais apresentando paralisia parcial
dos membros posteriores. A tabela 6 mostra da avaliacdo clinica dos animais
pertencentes a este grupo no 19° dia e no dia do sacrificio, (20° dia apos a
inducao).

Com isso, observamos que a partir do 15° dia, o tratamento com a Lico
A na maior dose apresentou diferenca significativa entre a média dos escores
clinicos deste grupo e o controle positivo (p<0,05). Fato esse, que se manteve
até o dia do sacrificio (20° dia). Apresentando os seus valores de escores
clinicos sempre proximos a metade dos animais pertencentes ao controle
positivo, além de retardar o desenvolvimento dos sinais clinicos em relacdo ao
grupo EAE (figura 10).

Apesar do grupo de camundongos C57BL/6 com a EAE e tratados com
25 mg/Kg/dia de trans-cariofileno por via oral (n= 05), divergirem na substancia
de tratamento, os resultados encontrado foram semelhantes aos dos grupos
tratados com a Lico A na menor dose. Logo, o inicio dos sinais clinicos
ocorreram no 10° dia, com um animal apresentando perda no tonus da cauda
(escore 1). O mesmo foi observado no 11° dia nesse grupo. Contudo, na
avaliacao realizada no 12°, observou-se que o animal apresentava paralisia
parcial dos membros posteriores (escore 2). A evolucdo clinica desse animal
também foi observada no 13°, tendo em vista que, esse ja apresentava
paralisia severa dos membros posteriores (escore 3).

No 14°, apesar da estabilizacdo do animal que apresentava sinais
clinicos da EAE, permanecendo entdo, com paralisia severa dos membros

posteriores (escore 3), outro animal apresentou sintomas, com perda do ténus
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da cauda (escore 1). Com a chegada da doenc¢a ao 15° dia, apds a avaliacao,
percebeu-se que um animal apresentava evolucao clinica, com paralisia parcial
dos membros posteriores (escore 2), enquanto o outro permaneceu estavel
com paralisia severa dos membros posteriores (escore 3).

J& ao 16° dia, quatro dos cinco animais do grupo apresentavam sinais
clinicos da EAE, desses, trés apresentavam paralisia parcial dos membros
posteriores (escore 2) e 0 outro apresentou paralisia severa dos membros
posteriores (escore 3), como no dia anterior. Nos dias seguintes, ou seja, do
17° ao 19° dia, ocorreu uma estabilizacdo dos sinais clinicos observados até o
dia do sacrificio nestes animais (as avaliagdes clinicas médias do grupo nos
19° e 20° dias se encontram na tabela 6), com dois animais apresentando
paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) e dois com paralisia
severa dos membros posteriores (escore 3) (Figura 10).

O resultado encontrado nos animais doentes e tratados com o trans-
cariofileno na dose de 50 mg/Kg/dia via oral foi completamente diferente do
encontrado no grupo tratado com a mesma substancia na menor dose. Os
animais s6 apresentaram sinais clinicos tardiamente (no 17° dia pés-inducéo),
com perda no tonus da cauda (escore 1) de um animal. No 18° dia, o grupo
apresentava dois animais com perda no ténus da cauda (escore 1). E no 19°,
dois animais apresentavam perda no tdnus da cauda e um com paralisia parcial
dos membros posteriores (escore 2), resultados que se mostraram estaveis no
dia do sacrificio (Figura 10). Na tabela 6, encontram-se os dados referentes ao
19° e 20° dia pés-inducao.

Portanto, neste grupo, tivemos um grande retardo no aparecimento de
sintomas clinicos e 0s animais que o apresentaram estavam em baixo escore
clinico. Resultado este que foi estatisticamente significante quando comparado
ao grupo doente sem tratamento (controle positivo) (p<0,01).

A figura 10 mostra a evolugéo do escore clinico dos animais com EAE e
dos animais com EAE que foram tratados com Lico A nas doses de
15mg/Kg/dia e 30mg/Kg/ dia, e trans-cariofileno nas doses de 25mg/kg/dia e

50mg/Kg/dia durante os 19 dias de evolugao da fase aguda da doenca.
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Figura 10: Cinética da avaliacdo do efeito da Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e do trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) sobre a
média dos escore clinicos em camundongos C57BL/6 com a EAE 20 dias
pos inducéo.

N=5 animais /grupo. Os resultados estdo expressos em média e desvio padrao
por grupo. *p<0,05 entre o grupo EAE e EAE + trans-cariofileno 50mg/Kg/dia e
entre EAE e EAE + Lico A 30 mg/Kg/dia, **p<0,01 e ***p<0,001 entre EAE e
EAE + trans-cariofileno 50mg/Kg/dia; ***p<0,001 entre o grupo CN (controle
negativo) e o grupo EAE.

Inicio do tratamento com as substancias testadas.
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5.3 ACOMPANHAMENTO DO PESO

Os 30 animais foram submetidos a pesagens ao longo do tratamento, no
intuito de se obter além dos escores clinicos mais um parametro para
avaliacdo. Embora, nos dois primeiros dias ap0s a inducdo todos os animais
tenham apresentado perda de peso, este fato ocorre devido ao estresse ao
qual sdo submetidos, pelo manuseio e aplicacdo das solucdes indutoras nos
mesmos, 0 peso foi recuperado nos dias seguintes, ocorrendo, em geral, ganho
de peso até o aparecimento dos sinais clinicos (9° dia ap6s a indugdo). Porém,
com o desenvolvimento dos sinais clinicos, mais uma vez, foi observado
diferenca de resultados entre 0s grupos.

No grupo controle negativo 0s animais permaneceram com O pPeso
corporal relativamente constante (préximo a 22,5g) apresentando pequenas
variacfes. Ja no grupo de animais onde foi feita a inducdo da EAE e nao foi
administrado nenhum tipo de tratamento, a queda de peso corporal foi muito
acentuada, principalmente apés o 10° dia, um dia apdés o inicio dos sinais
clinicos. A perda de peso ocorreu de maneira crescente, com O
desenvolvimento dos sinais clinicos. Pode ser observado na figura 11 que a
partir do 14° dia esta perda de peso no grupo controle positivo (EAE) foi
significantemente maior quando comparada ao grupo controle negativo. Onde,
no dia do aparecimento dos sinais clinicos a média de peso corporal dos cinco
animais pertencentes ao grupo, era de 21,83g, enquanto que, no 17° dia pos-
inducdo a média foi de 18,00g. Ja no 18° e 19° ocorreu um discreto ganho de
peso.

Resultados similares foram encontrados pelos animais com a EAE e
tratados com a Lico A nas dosagens de 15 mg/Kg/dia e 30 mg/Kg/dia por via
oral, onde a queda de peso corporal comegaram a ocorrer no 11° dia, onde a
meédia dos pesos eram de 21,349 e 21,549, respectivamente. Nestes animais
as perdas de pesos foram crescentes e acompanharam a cinética do grupo
controle positivo, chegando a valores préximos de 18g no 19°dia para ambos

os grupos (Figurall).
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Através da pesagem dos animais doentes e tratados com trans-
cariofileno na dose de 25mg/kg/dia via oral, percebeu-se que, apesar dos sinais
clinicos aparecerem no 10° dia (média de peso de 21,14g), ndo houve perda de
peso, mas sim ganho. Fato esse, que ocorreu entre o 10° e 12° dia apés a
inducdo. Porém, do 12° dia até o 17° dia os animais apresentaram perda de
peso (médias de 22,02 e 18,82 respectivamente). Ocorrendo também, cinética
semelhante ao grupo controle positivo nesse caso, discreto ganho de peso no
18° (Média de 19,28g), com posterior decréscimo no 19°(média de 18,97q).

O resultado encontrado nos animais com a EAE e tratados por via oral
com 50mg/Kg/dia de trans-cariofileno (Figura 11) foi completamente diferente
aos demais. Através da pesagem realizada, foi observado que os animais
desse grupo mantiveram seus pesos na maior parte do periodo do
experimento, observando uma pequena e nao significativa queda de peso entre
os dias 9 e 13 apos a indugdo quando comparado ao controle positivo. Vale
ressaltar o ganho de peso entre os dias 13 (média de 22,53g) e 15 (média de
23,439) apos a inducdo da EAE, havendo a manutencdo no 16° dia (média de
23,45¢g). Ao 17° dia; quando comecam a aparecer 0S sintomas, 0S animais
tiveram leve reducdo do peso para 23,06g (média), com estabilizacdo de seus
pesos corporais no 18° dia (média de 23,11g) e 19° dia (média de 23,109),
apesar da discreta evolucéo clinica dos animais pertencentes a esse grupo.

Portanto, fica claro que neste grupo os pesos dos animais ficaram muito
proximos aos pertencentes ao grupo controle negativo. E semelhante ao grupo
controle negativo, estes apresentaram resultados estatisticamente significantes
guando comparados ao grupo controle positivo (doente), desde o 14° dia apos
a inducéo até o sacrificio (p<0,01).

A figura 11 demonstra a variacdo da média de perda de peso encontrada
nos animais com EAE e dos animais com a EAE que foram tratados com a
Lico A nas dosagens de 15mg/Kg/dia e 30mg/Kg/dia, e o trans-cariofileno nas
dosagens de 25mg/kg/dia e 50mg/Kg/dia durante os 19 dias de evolucédo da
doenca.
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Figura 11: Avaliacdo do efeito da Lico A (15 mg/Kg/dia e 30 mg/Kg/dia) e
do trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na variacdo de peso em
camundongos C57BL/6 com EAE 20 dias pos inducgéo.

N=5 animais /grupo. Os resultados estdo expressos em média e desvio padrao
por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 entre EAE e EAE + trans-cariofileno
50mg/Kg/dia e EAE e Controle negativo.

Inicio do tratamento com as substancias testadas.
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5.4 PRODUCAO DE NO

A producdo do NO em sobrenadante das culturas de células
peritoneais (Figura 12) mostra que 0S animais pertencentes ao controle
negativo apresentaram baixos niveis de nitrito, valor médio de 7 uMol/mL, isso,
quando comparado ao valor encontrado nos animais com a EAE
(aproximadamente 38 uMol/mL) (p<0,001). Resultado semelhante, foi o
encontrado nos grupo EAE e tratado com a Lico A na dosagem de 15
mg/Kg/dia e trans-cariofileno 25mg/Kg/dia, onde os niveis encontrados foram
de aproximadamente 32 uMol/mL em ambos, mostrando uma elevada
producdo como nos animais doentes.

Porém, nos animais tratados com a Lico A e o trans-cariofileno nas
maiores doses (30mg/Kg e 50mg/Kg, respectivamente), os niveis de NO foram
estatisticamente menores quando comparados aos animais com a EAE. Onde
no tratamento com a Lico A a producao de NO foi de 24 uMol/mL (p<0,05) e
12 uMol/mL (p<0,01) para o trans-cariofileno.

Foi avaliada também a producédo de NO nas células peritoneais sobre o
estimulo de Con A e MOG3s.55. Neste caso, foi observado que a producéo foi
maior que a espontanea pela Con A nos grupos controle negativo (p<0,01),
EAE + T50 (p<0,05), EAE + L15 (p<0,05) e EAE + L30 (p<0,01). No que se
refere ao estimulo com a MOG, esta foi maior que a espontanea nos grupos
EAE (p<0,05) (Figura 12). Contudo, no grupo controle também foi observado
que a producéo pelas células estimulada com Con A, também foi maior que as
estimuladas com MOG (p<0,05).
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Figura 12: Efeito do tratamento com a Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e o trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na producgéo
de NO em sobrenadante de culturas de células peritoneais de
camundongos C57BL/6 com EAE 20 dias p6s inducdao.

N=5 animais /grupo; Os dados estdo apresentados em média + desvio padréo.

Entre 0s qrupos:

**n<0,01- no grupo EAE comparado com EAE + L30.

***n<0,001- grupo EAE comparado com controle e EAE + T50.

Inter grupos:

Controle negativo: *** p<0,001- Estimulo Con A comparado tanto com MOG
guanto com espontanea. EAE: *** p<0,001- Producdo espontanea comparada
a estimulada com Con A; Produgé&o estimulada com MOG comparada a Con A.
EAE + T50: *** p<0,001- Estimulo Con A comparado com espontanea.

EAE + L15: *** p<0,001- Estimulo Con A comparado com espontanea e
**p<0,01- Producédo espontanea comparada com MOG. EAE + L30: Estimulo

Con A comparado tanto com MOG guanto com espontanea.
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5.5 PRODUCAO DE H,0;

Assim como na producéo de NO, a producao espontanea de peroxido de
hidrogénio pelas células do exudato peritoneal foi maior no grupo EAE, sendo
esta estatisticamente diferente ao grupo controle negativo (p<0,01). Os grupos
tratados com o trans-cariofileno na dosagem de 25 mg/Kg/dia e Lico A
15mg/Kg/dia, ndo apresentaram diferenca estatistica significante ao grupo
EAE.

Porém, o grupo tratado com a Lico A 30 mg/Kg/dia e o grupo tratado
com o trans-cariofileno na dose de 50mg/Kg/dia, apresentaram diferenca
significativa em relagdo a producdo do grupo EAE (p<0,01), j& que os niveis
encontrados nos grupos que receberam estes tratamentos, nas doses citadas,
foram muito baixos quando comparadas a produgéo no grupo EAE (Figura 13).
Vale notar, que nos grupos que receberam tratamento ndo apresentaram
diferencas significativas com o grupo controle.

Nas células do exudato peritoneal estimuladas com concanavalina A
(Con A), a producao de H,O,, foi maior (estatisticamente significativa) que a
producdo espontanea apenas nos grupos controle negativo e EAE. Ja o
estimulo com a MOG foi estatisticamente maior que a espontanea apenas no
grupo EAE (Figural3).
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Figura 13: Efeito do tratamento com a Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e o trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na producéo
de H,O, em sobrenadante de culturas de células peritoneais
camundongos C57BL/6 com EAE 20 dias p0s inducgéo.

N=5 animais /grupo; Os dados estdo apresentados em média + desvio padréo.
Entre os grupos:

*p<0,05- no grupo EAE comparado com EAE + L30 e EAE + T50.

**p<0,01- grupo EAE comparado com controle negativo.

Inter grupos:
Controle negativo: * p<0,05- Estimulo Con A comparado tanto com MOG

quanto com espontanea.
EAE: ** p<0,001- Producdo espontanea comparada a estimulada com MOG;

Producgéo espontdnea comparada Con A.
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5.6 AVALIACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DE
CULTURA DE ESPLENOCITOS DOS CAMUNDONGOS C57BL/6 INDUZIDOS
DA EAE E TRATADOS COM A LICO A E O TRANS-CARIOFILENO

5.6.1 Interferon-gama

A citocina IFN-y foi determinada em sobrenadante de cultura de células
do baco. Em relacdo a producdo espontanea foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o grupo controle (119,5 pg/mL) e o grupo
EAE (826 pg/mL) (p<0,001), assim como entre o grupo EAE e o grupo de
animais induzidos e tratados com a Lico A na dose de 30mg/kg/dia e o trans-
cariofileno nas duas doses testadas.

O niveil encontrado foi de, aproximadamente, 559 pg/mL no grupo
tratado com 30 mg/Kg/ dia de Lico A (p<0,01). Nos grupos tratados com o
trans-cariofileno nas doses de 25 e 50 mg/Kg/dia, os niveis detectados foram
de 385,5 pg/mL (p<0,001) e 119 ng/mL (p<0,001), respectivamente (Figura
14).

Em relacdo aos estimulos com MOG e Con A, a produ¢do encontrada
apresentou diferenca significativa entre nos grupos EAE, EAE + L15 e EAE +
L30 em relacdo a producdo espontanea e a producdo frente aos estimulos com
Con A, MOG e Con A, respectivamente, como mostrado na figura 14.
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Figura 14: Efeito do tratamento com a Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e o trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na producéo
de IFN-y em sobrenadante de cultura de esplendcitos de camundongos
C57BL/6 com EAE 20 dias po6s inducdo.

N=5 animais /grupo; Os dados estdo apresentados em média + desvio padréo.

Entre 0s qrupos:

**n<0,01- no grupo EAE comparado com EAE + L30.

***pn<0,001- grupo EAE comparado com controle negativo, EAE + T25 e EAE +
T50.

Inter grupos:

EAE: ** p<0,05- Estimulo Con A comparado com espontanea.

EAE + L15: ** p<0,05- Estimulo MOG comparado com espontanea

EAE + L30: * p<0,05- Estimulo Con A comparado com espontanea.
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5.6.2 Fator de Necrose Tumoral-alfa

A citocina TNF-a foi determinada no sobrenadante da cultura de células
do baco e em relacdo a producdo espontanea, foi observada diferenca
estatistica significante entre o grupo controle (42 pg/mL) e o grupo EAE (407
pg/mL) (p<0,001), assim como entre o grupo EAE e 0 grupo com animais
induzidos e tratados com a Lico A na dose de 30mg/Kg e com o trans-
cariofileno nas duas doses testadas.

Os niveis encontrados foram de, aproximadamente, 291 pg/mL no grupo
tratado com 15mg/kg/dia de Lico A (p<0,01), 181 pg/mL no grupo tratado com
Lico A com 30 mg/Kg/ dia (p<0,001) e nos grupos tratados com trans-
cariofileno nas doses de 25 e 50 mg/Kg/dia, os niveis detectados foram de 88
pg/mL (p<0,001) e 55 pg/mL (p<0,001) respectivamente (Figura 15).

Em relacdo aos estimulos com MOG e Con A, a producdo encontrada
nao apresentou diferenca significativa entre a producdo espontanea no grupo e

a producéo frente aos estimulos.
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Figura 15: Efeito do tratamento com a Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e o trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na producéo
de TNF-a em sobrenadante de cultura de esplendcitos de camundongos
C57BL/6 com EAE 20 dias po6s inducdo.

N=5 animais /grupo; Os dados estao apresentados em média + desvio padréo.
Entre 0os grupos:

***pn<0,001- grupo EAE comparado com controle negativo, EAE + T25, EAE +
T50 e EAE + L30.



90

5.6.3 Interleucina 17

A IL-17 foi determinada no sobrenadante da cultura de células do baco
por ELISA. Em relacdo a producdo espontédnea, foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o grupo controle negativo (42 pg/mL) e o
grupo EAE (407 pg/mL) (p<0,001), assim como entre o grupo EAE e o grupo
com animais induzidos e tratados todas as doses testadas de Lico A e trans-
cariofileno.

O nivel encontrado foi de, aproximadamente, 291 pg/mL no grupo
tratado com 15mg/kg/dia de Lico A (p<0,01) 181 pg/mL. No grupo tratado com
Lico A com 30 mg/Kg/dia (p<0,001). Nos grupos tratados com trans-cariofileno
nas dosagens de 25 e 50 mg/Kg/dia, os niveis detectados foram de 88 pg/mL
(p<0,001) e 55 pg/mL (p<0,001) respectivamente (figura 16).

Em relacdo aos estimulos com MOG e Con A, a producédo encontrada
apresentou diferenca significativa entre a producédo espontanea no grupo e a

producdo frente ao estimulo com Con A nos grupos EAE + L15 e EAE+ L30.
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Figura 16: Efeito do tratamento com a Lico A (15 mg/Kg/dia e 30
mg/Kg/dia) e o trans-cariofileno (25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia) na producéo
de IL-17 em sobrenadante de cultura de esplenécitos de camundongos
C57BL/6 com EAE 20 dias po6s inducdo.

N=5 animais /grupo; Os dados estdo apresentados em média + desvio padréo.

Entre 0s qrupos:

**p<0,01- no grupo EAE comparado com EAE + L15.

***pn<0,001- grupo EAE comparado com controle negativo, EAE + T25, EAE +
T50 e EAE + L30.

Inter grupos:

EAE + L15: * p<0,05- Estimulo Con A comparado com espontanea.

EAE + L30: * p<0,05- Estimulo Con A comparado com espontanea.
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5.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA DE AMOSTRAS DO SNC
PROVENIENTES DE CAMUNDONGOS C57BL/6 TRATADOS COM LICO A E
TRANS-CARIOFILENO

A andlise histoldgica das amostras da substancia branca de todos os
orgaos analisados do grupo controle, corados por HE, revelou caracteristicas
compativeis com as descritas na literatura (AARESTRUP, 2012; ADZEMOVIC
et. al., 2013).

A analise do cértex da medula espinhal do grupo controle negativo,
corados por HE, evidenciou grande emaranhado de prolongamentos celulares
gliais e provenientes de corpos de neurdnios das areas corticais, assim como o
comumente encontrado em neurépilo tipico. Difusos no neurépilo foram
observados nucleos de células da neuroglia, com morfologias sugestivas de
astrocitos e oligodendrdcitos, intensamente basofilos e com halo perinuclear
em decorréncia da vacuolizacdo citoplasmatica tipica de artefatos do
processamento histolégico. Na extensdo dos cortes ndo foi observada com
frequéncia estruturas celularidade microglial significativa ao contrario das
demais amostras do experimento (figuras 17a, 18a e 19a).

Em contraste, a observacdo das amostras de medula espinhal do grupo
EAE, coradas por HE, apresentam diversas areas corticais e da substancia
branca com intenso infiltrado inflamatério perivascular, composto
predominantemente por células mononucleares, com citoplasma escasso e
nacleos redondos intensamente basofilicos, sugerindo populacéo linfocitaria,
associado a este, acumulo de células com nucleo fusiforme sugestivas de
micréglia (figura 17b). Nos cortes de cérebro, foi observada menor quantidade
de fibras mielinicas, principalmente na substancia branca do encéfalo, bem
como, destacada desorganizacao do arranjo fibrilar e maior quantidade de
células com morfologia sugestiva astrocitaria em comparagdo com o
encontrado no grupo controle (figura 18b).

Nas amostras de medula espinhal do grupo EAE tratado com Lico A na
dose de 15 mg/Kg, a andlise revelou a presenca de capilares sanguineos

circundados por infiltrado inflamatorio, predominantemente linfocitario. Nestas
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amostras, destacou-se a presengca de inflamacdo perivascular na
subaracnoidea (figura 17c). Nos cortes do encéfalo, em areas de substancia
cinzenta, foram observadas areas de maior celularidade glial no cortex,
enquanto na substancia branca, menor quantidade de fibras mielinicas se
encontrava em meio a areas de desarranjo fibrilar, em comparagcdo com as
amostras do grupo controle negativo (figura 18c).

Na medula espinhal do grupo tratado com Lico A na dose de 30 mg/Kg,
foram observadas areas de substancia cinzenta compativeis com a
normalidade. Na substéancia branca as areas tipicamente mielinizadas também
foram compativeis com a normalidade tanto em quantidade, quanto em
estruturacdo assim como a celularidade glial. Porém, destaca-se que em
alguns pontos foram observados infiltrado inflamatorio mononuclear disperso
(figura 17d). Resultado semelhante foi observado na substéncia branca do
encéfalo (figura 18d), onde foram visualizados discretos acumulos de
leucdécitos mononucleares.

Em ambos os grupos tratados com Lico A, as caracteristicas
histopatolégicas inflamatérias (vasodilatacdo, estase, migracdo leucocitaria)
foram observadas principalmente na medula espinhal, sendo que na maioria
das regides observadas, o infiltrado se localizava focal, perivascular e em
diapedese dos capilares que percorrem o tecido nervoso a partir das meninges.
Notou-se também, nas amostras provenientes dos animais tratados com a Lico
A alteracbes sugestivas de degeneracédo hialina e/ou apoptose neuroal, bem
como aspecto vacuolado periaxonal em areas subcorticais e periventriculares.

Nos animais que foram tratados com trans-cariofileno na dosagem de
25mg/kg/dia, a andlise das amostras de medula espinhal revelou que a
substancia cinzenta apresentava leve aumento na celularidade glial. Na
substancia branca, ndo foram visualizadas areas de inflamacdo perivascular
subaracnoidea como descrito anteriormente no grupo tratado com a Lico A na
dose de 15 mg/Kg, em que os cortes histologicos apresentavam regides ricas
em fibras mielinicas com estrutura bem organizada (figura 17e).

Porém, a avaliacdo das amostras encefélicas pertencentes ao grupo
tratado com 25mg de trans-cariofileno, revelou na extensdo da substancia

cinzenta éareas de infiltrado inflamatério perivascular mononuclear, sem
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celularidade sugestiva de microglia. Na substancia branca as amostras
apresentavam areas com pouca mielinizacdo, desorganizacdo do arranjo
fibrilar, &reas de reacéo inflamatoria difusa associada a aumento da populagéo
glial (figura 18e). Ainda no referido grupo, no cerebelo, a camada granulosa
das amostras dos animais tratado com o dosagem de 25mg/Kg/dia de trans-
cariofileno, apresentavam menor celularidade em relagdo a mesma area dos
demais grupos, assim como discreta perda de mielina na substancia branca
(figura 19e).

Na avaliacdo histopatolégica da substancia branca de todas as amostras
do grupo tratado com trans-cariofileno na dose de 50mg/Kg foi observada
grande quantidade de fibras mielinicas, bem organizadas, em orientacéo
transversal e longitudinal, em toda a extensdo das amostras, com areas de
reacdo inflamatdria focal escassa, ou mesmo auséncia de infiltrado. A
substancia cinzenta apresentou celularidade glial normal em morfologia e
guantidade compativel com o controle saudavel (figuras 17f, 18f e 19f).

Assim como nos tratados com Lico A, os grupos tratados com o trans-
cariofileno, principalmente na dose 25mg/Kg, foi observado areas de alteracfes
degenerativas hialinas e/ou apoptose neuronal, bem como aspecto vacuolado
periaxonal. No entanto, infiltrado inflamatério perivasculare subaracnoideo nos
grupos tratados com essa substancia foram encontrados principalmente no
cortex encefalico.

A observacédo das amostras da substancia branca dos grupos tratados
com Lico A, e principalmente com trans-cariofileno, em maiores doses, revelou
melhor preservacdo da mielina e menos intensidade inflamatéria quando

comparadas com as amostras obtidas do grupo com a EAE, néo tratadas.



Fiura 17- Cortes histolég'os de me Ia
C57BL/6. Coloracédo HE. Aumento original 400x
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(@) Grupo controle, saudavel. Substancia branca com abundancia de fibras
mielinicas celularidade glial normal em morfologia e quantidade; Vasos
sanguineos livres de infiltrado inflamatorio. (b) Grupo EAE, doente; Escassez
de fibras mielinicas e celularidade glial aumentada em morfologia e quantidade.
Vasos sanguineos com infiltrado inflamatério. (c) Grupo EAE + L15, doente.
Substancia branca bastante mielinizada com presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear subaracnoideo, aspecto vacuolado periaxonal; Substancia
cinzenta discreto aumento glial; (d) Grupo EAE + L30, doente. Substancia
branca- infiltrado inflamatorio mononuclear com fibras mielinicas abundantes e
aspecto vacuolado periaxonal (e) Grupo EAE + T25, doente. Substancia branca
com abundancia de fibras mielinicas e substancia cinzenta discreto aumento da
celularidade da glia (f) Grupo EAE + T50, doente. Substancia branca com
abundantes fibras mielinicas e celularidade compativel com a normalidade;
(—) células com morfologia sugestiva de oligodendrdcito; (mma) células com
morfologia sugestiva de astrécito; (—») pericario; (—») vasos sanguineos; ( »)
fibras mielinica- corte longitudinal; ( ») fibras mielinicas- corte transversal,
Figura 17- Cortes histolégicos de medula espinhal de camundongos
C57BL/6. Coloragao HE. Aumento original 400x.
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Figura 18- Cortes histolégicos de cérebro de camundongos C57BL/6.

Coloracao HE. Aumento original 400X.
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(@) Grupo controle, saudavel- Substéncia branca e substancia cinzenta,
mostrando vasos sanguineos livres de infiltrado inflamatério e com celularidade
compativel com a normalidade; (b) Grupo EAE, doente. Substancia branca e
substancia cinzenta, com celularidade aumentada e espacamento de fibras
mielinicas. (c) Grupo EAE + L15, doente. Substancia branca, com dessaranjo
fibrilar e menos numero de fibras mielinicas; Substancia cinzenta discreto
aumento da celularidade glial. (d) Grupo EAE + L30, doente. Substancia
branca- infiltrado inflamatério mononuclear com fibras mielinicas abundantes.
(e) Grupo EAE + T25, doente. Substancia branca com pouca mielinizacéo,
desorganizacdo do arranjo fibrilar e presenca de focos inflamatérios
perivasculares mononucleares. (f) Grupo EAE + T50, doente. Substancia
branca com abundantes fibras mielinicas, presenca de poucos focos de
infiltrado inflamat6rio perivascular e celularidade compativel com a
normalidade; (—) células com morfologia sugestiva de oligodendrécito; (s
células com morfologia sugestiva de astrécito; (=) pericario; (=) vasos
sanguineos; (®™) fibras mielinicas - corte longitudinal; ( ® fibras mielinicas-
corte transversal; Figura 18- Cortes histolégicos de cérebro de
camundongos C57BL/6. Coloracdo HE. Aumento original 400x.



Coloracao HE. Aumento original 400X.
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(a) Grupo controle, saudavel- substancia branca fibras mielinicas em padrédo e
quantidade compativeis com a normalidade (b) Grupo EAE, doente. Substancia
branca e substancia cinzenta, com celularidade aumentada e espacamento de
fibras mielinicas. (c) Grupo EAE + L15, doente. Substancia branca com fibras
mielinicas abundantes e substancia cinzenta com discreto aumento da
celularidade glial. (d) Grupo EAE + L30, Substancia branca com fibras
mielinicas abundantes e substancia cinzenta com discreto aumento da
celularidade glial. (e) Grupo EAE + T25, doente. Substancia branca com
mielinizagéo reduzida, desorganizagao do arranjo fibrilar e menor celularidade
da camada glanulosa. (f) Grupo EAE + T50, doente. Substancia branca com
abundantes fibras mielinicas; (= células com morfologia sugestiva de
oligodendrécito; (Jme) Células com morfologia sugestiva de astrécito; ( )
pericéario; (=) vasos sanguineos; () fibras mielinicas- corte longitudinal; (»)
fiboras mielinicas- corte transversal; Figura 19- Cortes histoldégicos de

cerebelo de camundongos C57BL/6. Coloracdo HE. Aumento original 400x.
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6 DISCUSSAO

A EM é a patologia desmielinizante mais comum do SNC, que acomete
principalmente mulheres jovens, caucasianas, de uma maneira extremamente
invasiva. Sua etiologia e patogénese ainda ndo sao completamente
conhecidas, no entanto, nos ultimos anos, avancos importantes ocorreram em
relacdo a compreensdo dos mecanismos responsaveis pelos aspectos
patologicos cruciais da EM. Sobre a mesma, tem sido demonstrado que
processos autoimunes direcionados aos componentes da bainha de mielina e
oligodendrocitos apresentam papel chave na mediacgdo do processo
inflamatoério da doenca, sobretudo no seu desencadeamento (FLETCHER et.
al., 2010; LASSMANN, 2011; WALKER et. al.; 2011).

A EAE é uma doenca inflamatéria do SNC, mediada por células T CD4",
e amplamente utilizada como modelo clinico experimental para o estudo da
esclerose multipla. Como mencionado na revisdo de literatura, esse modelo
ndo soé reflete as caracteristicas histopatoldégicas da EM, como € um modelo
adequado na investigacao do desenvolvimento de células T durante as reacdes
imunoldgicas. Tanto que se tornou um dos modelos mais utilizados, durante os
altimos 30 anos, na pesquisa de células T em imunologia e tem ajudado a
entender os mecanismos inflamatorios da EM, assim como auxiliado no
desenvolvimento e teste de novas drogas (HART et. al., 2011).

No modelo murino da EAE com imuniza¢cdo de camundongos C57BL/6
pelo peptideo MOGg3s5.55 as células T, apresentam alta reatividade a mielina,
provocando lesdes inflamatérias e demielinizantes, porém o sistema nervoso
periférico ndo é atingido, padrdo este, semelhante ao encontrado na EM. A
utilizacédo da proteina MOG tem sido objetivo de véarios estudos que apoiam a
possibilidade de ela ser o antigeno-alvo primario no desenvolvimento da EM
(SILVA et. al., 2008a; CROXFORD et. al., 2010; MIX et. al., 2010Db).

As células no SNC produzem citocinas e, em grande parte, quimiocinas
que desempenham papel essencial no estabelecimento e manutencdo de
processos autoimunes, agindo de forma sinérgica e redundante sobre diversos
tipos celulares (CORREA, et. al., 2010; PERON, et. al., 2010). Na EM as lesdes
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demielinizantes séo provocadas, entre outros fatores, por linfocitos Thl e Thl7,
apresentando elevados niveis de IFN-y e potente ativacdo de macréfagos (com
elevada producdo de NO e H,0,), em contrapartida, a recuperagdo esta
associada ao aumento das citocinas Th2 e Treg no SNC (YANYING, et. al.,
2007; SILVA et. al., 2008a; GONZALEZ-GARCIA et. al., 2009). A expressio
clinica inicial da lesdo axonal em um modelo de EAE é representado por sinais
bem definidos, tais como a perda de peso, paralisia da cauda e fraqueza dos
membros posteriores (De PAULA , et. al., 2008).

Em nosso experimento, a EAE foi induzida em fémeas de camundongos
C57BL/6 e os grupos separados pelo tratamento em: tratados com a Lico A nas
dosagens de 15 mg/Kg/dia e 30 mg/Kg/dia e tratados com o trans-cariofileno
nas dosagens de 25mg/kg/dia e 50 mg/Kg/dia, todos por via oral.

Os sinais clinicos desenvolvidos pelos animais induzidos com a EAE
durante os experimentos mostraram um curso ascendente semelhante ao
descrito na literatura: Perda do tonus da cauda, paralisia parcial dos membros
posteriores, paralisia severa dos membros posteriores, tetraplegia e animais
moribundos (LEADBETTER, 1998; MOHAMED et. al., 2004; PERON, 2010).

Os animais ndo apresentaram, pelo menos até o 20° dia, nenhum 6bito,
como € descrito por alguns autores na inducdo da EAE (De PAULA et. al.,
2008, ALVES et. al., 2012).

Em nosso trabalho, os animais do grupo EAE iniciaram os sintomas ao
nono dia poés-indugdo, semelhante ao mostrado por outros trabalhos
(RODRIGUES et. al., 2009, DUTRA et. al, 2012). Apresentando queda de tonus
de cauda e uma evolucéo progressiva dos sintomas evoluindo em sua maioria
para a paralisia severa dos membros posteriores (trés animais) e até a
tetraplegia e estado moribundo (dois animais) em torno do 17° dia. Destacando
ainda, que todos os animais (n=5) apresentaram sintomas da EAE. Na fase
final do curso clinico (18° e 19° dia) os animais apresentaram escore clinico
médio em torno de 3,2 compativel com a paralisia severa dos membros
posteriores e comecaram a apresentar melhora clinica (20° dia), com escore
clinico médio de 3,0, onde foram entdo sacrificados para o0s demais

experimentos.
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Pelo fato da EM ndo ter possibilidade de cura atualmente, varios
trabalhos vém testando novas alternativas terapéuticas para a EM, utilizando o
modelo murino, a EAE, visto que, os tratamentos atuais além de dispendiosos,
sao pouco efetivos em muitos casos. Em estudo realizado por OLIVEIRA et. al.
(2009), a sinvastatina, substancia usada no tratamento de dislipidemia, foi
testada em camundongos C57BL/6, induzidos previamente com MOGss.55, €
nas doses de 1 mg/Kg/dia e 5 mg/Kg/dia e foi capaz de atenuar os sintomas
clinicos da EAE.

Em relacdo aos tratamentos utilizados, no escore clinico, 0s grupos em
gque os animais que tiveram reducdo significativa dos sintomas foram, os
tratados com o trans-cariofileno na dose de 50 mg/Kg/dia (p<0,001), desde o
14° dia até o final do experimento (20° dia), e os tratados com a Lico A na dose
de 30 mg/kg/dia (p<0,05), desde o 15°dia, quando comparados aos animais
com a EAE.

J4 os camundongos tratados com a Lico A e o trans-cariofileno nas
menores doses (15 mg/Kg e 25 mg/Kg, respectivamente), apesar de manter 0os
escores clinicos sempre menores que os do grupo com a EAE, e também
levarem a uma estabilizacdo clinica observada entre o 17° e 20° dia, nao
apresentaram diferenca significativa em relacéo ao controle positivo (EAE).

No trabalho de ALVES et. al. (2012), a EAE foi induzida em
camundongos C57BL/6 e mostrou que o tratamento com a mitoxantrona e seu
analogo estrutural, levou a reducado significativa dos sintomas neurolégicos,
porém com a perda de peso semelhante entre os animais doentes e tratados.

Concomitantemente com o escore clinico, foi avaliada também em
nossos experimentos, a perda de peso dos animais, como um segundo
parametro clinico. As andlises estatisticas mostraram que, como o esperado, a
diferenca das médias da perda de peso dos animais do grupo EAE em relacéo
aos do grupo controle negativo foram estatisticamente significantes, e
comecaram a ser observada, a partir do 15° dia (p<0,05). A maior significancia
estatistica foi observada a partir do 16° (p<0,001). Porém no 19° ja observamos
uma reducdo na diferenca das médias de perda de peso entre 0s grupos
(p<0,01). Fato esse, correlacionado com a melhora no escore clinico do grupo

com a EAE, no mesmo dia.
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Em relagdo aos grupos tratados, o Unico que apresentou diferenca de
peso quando comparado aos animais do grupo EAE, foram os tratados com
trans-cariofileno na dose de 50 mg/Kg. Nestes, a diferenca entre as médias das
pesagens comecaram a ser significantes antes mesmo do grupo controle, no
14° (p<0,05). Importante ressaltar também, que os pesos dos animais desse
grupo ficaram muito proximos aos pertencentes ao grupo controle negativo.

Com isso, foi observado que o trans-cariofileno na dose de 50 mg/Kg
proporcionou melhora clinica, tanto no quesito escore neurolégico, quanto na
manutencdo do peso, de uma maneira dose-dependente, ja que 0 mesmo nao
foi observado quando a mesma substancia foi testada na dose de 25mg/Kg. Ja
a Lico A néo apresentou diferenca significativa em nenhum das doses testadas
sobre o0 peso dos animais.

Embora um nimero de imunomoduladores e  agentes
imunossupressores ja serem utilizados no tratamento de EM, novas e melhores
estratégias terapéuticas sdo necessarias (DUTRA et. al., 2012). Com isso,
produtos de origem natural, principalmente os de origem vegetal, como 0s
metabolitos secundarios, flavondides, fitoestrogénios, entre outros, tem sido
testados no modelo de EAE murino, demostrando propriedades benéficas tanto
na clinica como na inibicdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios na
EAE (HENDRIKS et. al., 2004; LINKER et. al. 2010).

Como no trabalho de De PAULA et. al. (2008), utilizando a isoflavona
genisteina, principal composto bioativo da soja com atividade fitoestrogenas,
em camundongos C57BL/6 indizidos da EAE com MOGgs.55 € tratados com 200
mg/kg a partir do 14° dia pdés-inducao. Os resultados mediante tratamento com
genisteina foram similares ao nosso, principalmente em comparacéo ao trans-
cariofileno na maior dose, pois notaram efeitos benéficos significativos na
diminuicdo da manifestacdo clinica da EAE, onde os animais tratados a
substancia apresentaram uma cinética de evolugdo clinica concordante
demonstrada no presente estudo, apresentando preservacao de peso e menor
escore clinico. A melhora foi posteriormente justificada por uma diminuigdo na
producdo de citocinas e mediadores pro-inflamatoérios, assim como uma

diminuicdo na permeabilidade de células para o SNC.
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A perda de peso dos animais pertencentes a EAE, descrita em nosso
trabalho, jA vem sendo observada, associada a fase aguda da doenca, como
em trabalho recente realizado por SILVA (2010b), utilizando o mesmo modelo
de EAE aqui descrito. Nesse trabalho, foi investigado o efeito imunomodulador
do 17 B-Estradiol. O tratamento com esse hormoénio, que € um dos estrogénios
usados na terapia de reposicdo hormonal, também reduziu a gravidade da
EAE, levando a melhora dos sinais clinicos e sintomas observados.

Dados recentes apontam para um papel importante de vias antioxidantes
para protecao de tecidos na EM (LEE et. al., 2012). A inflamacéo e o estresse
oxidativo sdo responsaveis por promover o dano tecidual na EM. Assim, novas
terapias aumentando a resisténcia celular aos radicais livres também podem
ser Uteis na terapéutica dessa patologia (LINKER et. al. 2010). Nos processos
inflamatorios, os macrofagos potencializam a ativacdo de células T, além de
produzirem espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superéxido,
radical hidroxila e perdxido de hidrogénio (H.O.), e intermediarios reativos do
nitrogénio cujo principal representante é o 6xido nitrico (NO). Na EM as EROs
também sédo responsaveis pela lesdo direta da bainha de mielina, com isso, a
diminuicdo da producao dessas substancia pode levar a um prognéstico melhor
(FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2009b; CORREA et. al., 2010; LEIPER e NANDI,
2011).

No trabalho de ALVES et. al. (2012), a mitoxantrona e seu analogo
estrutural apresentaram a capacidade de reduzir a produgao “in vitro” de NO e
quando testada “in vivo”, os animas apresentaram melhora clinica com reducao
de sintomas neurolégicos, embora sem preservacdo de peso dos animais
tratados.

Nossos dados corroboram com o0 exposto acima, tendo em vista que
maiores niveis de NO e H,0, encontrados, foram dos animais pertencentes ao
grupo induzido com a EAE, sendo 38,082 um/mL e 0,235 pum/mL
respectivamente. A menor producao foi detectada no grupo controle negativo
com niveis de NO de aproximadamente 6,88 um/mL e por volta de 0,11 pm/mL
de H,O, Frente aos dados, a analise estatistica mostrou que no grupo EAE foi
significativamente maior (p<0,01) para a produgéo de H,O, e (p<0,001) para a

producédo de NO, frente a producéo basal do grupo controle negativo.
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Ao observarmos a figura 12, foi evidenciado que os tratamentos que
apresentaram reducdao significativa de NO, em relacédo ao grupo EAE, foram os
grupos tratados com o trans-cariofileno na dose de 50mg/kg (p<0,001) e com a
Lico A na dose de 30 mg/Kg (p<0,05), mostrando um efeito dose-dependente.

O potencial imunomodulador na producdo de NO, também foi avaliado
em culturas de células do exudato peritonial murinos estimulados ou ndo com
concanavalina A (Con A) e também em reacdo a MOG 3555 (figura 12). Em
relacdo a Con A, quatro grupos apresentaram maior producdo: o controle
negativo (p<0,01), os tratados com trans-cariofileno na dose de 50 mg/kg
(p<0,05) e os tratados com Lico A nas duas doses testadas 15mg/Kg (p<0,05)
e 30 mg/Kg(p<0,01), como o esperado. Ja em relacdo a MOG, o grupo EAE foi
0 Unico em que a producdo de NO frente ao estimulo, foi maior que o
estimulado com a Con A.

Sabe-se que producdo excessiva de NO tem sido relacionada com a
patogénese da EAE. JOLIVALT et. al. (2003), utilizando camundongos SJL/J
induzidos da EAE com a PBM, perceberam melhora clinica apds o tratamento
com uma dose subterapéutica de ciclosporina A e com NOX-100, um captador
de Oxido nitrico, sendo que essas substancias em combinacdo apresentaram
maiores efeitos, conduzindo a uma protecédo quase total a doenca, assim como
diminuicao na producéo de NO e inflamacdo no SNC.

Os resultados aqui encontrados na avaliagao clinica e produgédo de NO
sdo semelhante ao encontrado por LJUBISAVLJEVIC et. al. (2011), que
utilizaram aminoguanidina e N-acetil-L-cisteina no tratamento em ratos da
linhagem Sprague Dawley (induzidos da EAE). Essas substancias foram
capazes promover melhora na clinica observada, fato esse, atribuido a
diminuicdo dos niveis de NO em relacdo a producdo encontrada nos animais
controle positivo (p<0,05).

Ao analisarmos os resultados da producdo de H,O, (figura 13),
observamos que, o Unico grupo que ndo apresentou reducdo significativa na
producdo de peroxido de hidrogénio frente ao grupo EAE foi o grupo tratado
com 25 mg de trans-cariofileno (com producédo aproximada de 0,18 pm/mL).
Nos demais grupos a producdo de H,O, dos grupos com a EAE e tratados

foram significativamente menores.
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Em producdo de H,O, pelas células do exudato peritonial estimuladas
com a Con A e MOGssss, foi observado que tanto a Lico A como o trans-
cariofileno, em ambas as doses testadas foram capazes de inibir a producéo
desse radical livre mesmo apoés estimulo.

O trabalho de SCOTT E BOLTON (2000) demonstrou que a
administracdo de L-arginina (0,95%) em ratos de Lewis induzido a EAE
suprime o desenvolvimento dos sinais clinicos neuroldgicos observados, assim
como a formacdo de lesdes inflamatorias no SNC, em consequéncia da
acentuada reducédo da producao de NO e H,0,. Em nosso estudo, o tratamento
com o trans-cariofileno, na maior dosagem, demonstrou perfil semelhante na
reducao dos niveis de NO e H,0,,

Em outro trabalho, LINKER et. al. (2010) utilizando no tratamento da
EAE formulagdo oral do fumarato de dimetila em camundongos C57BL/6,
relataram a capacidade dessa substancia em reduzir a producdo de radicais
livres como o NO e o H;O,, levando a melhora dos sintomas clinicos da
doenca. Segundo o autor o resultado encontrado esta diretamente relacionado
com a capacidade citoprotetora do fumarato e dimetila, que potencializa as
respostas dos antioxidantes naturais no tecido. Dados mais recentes
mostraram a capacidade dessa substancia para reduzir a atividade da doenca
e progressdo a partir de uma combinacdo inovadora de mecanismos
imunomoduladores e neuroprotetores (LEE et. al., 2012). Os testes com essa
substancia foram tdo promissores que em 2013, o FDA aprovou o
medicamento Tecfidera® (fumarato de dimetila) como novo tratamento oral de
primeira linha para pacientes com formas recorrentes de EM.

Sabe-se que os animais induzidos da EAE apresentam elevados niveis
de INF-y (FLETCHER et. al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013). Essa citocina,
guando muito elevadas, leva a ativacdo dos macrofogos no SNC. Esses,
passam a produzir grandes quantidades de H,O, NO e TNF-a. A ocorréncia
de niveis elevados de TNF-o estd associada com as mudancas na
permeabilidade da BHE, assim como com a presenca de mediadores
inflamatorios e células infiltradas nos tecidos do SNC, tanto em pacientes com
EM como com EAE (STEINMAN et. al., 2005; FIGUEROA et. al., 2008). Além

disso, tanto o TNF-a, quanto o INF-y estdo associados com a resposta Thl e
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induzem a ativacdo de uma variedade de tipos de células e expressdo de
moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas, no SNC, o que levam a
neuroinflamacdo (FURLAN, et. al., 2004; YANYING, 2007; CORREA et. al.,
2010; DUTRA et. al., 2012).

Neste trabalho as citocinas IL-17, INF-y, TNF-a também foram dosadas
no sobrenadante de culturas de esplendcitos no pico da EAE apdés o tratamento
com a Lico A e com o trans-cariofileno. Nos animais com EAE os niveis dessas
citocinas foram significantemente maiores que nos animais pertencentes
controle negativo (p<0,001 em todos os casos).

O grupo tratado com Lico A na dose de 15mg/Kg ndo apresentou
reducdo significativa na producdo de nenhuma dessas citocinas quando
comparado com a producao encontrada no grupo doente. A producéo de INF-y
no grupo com a EAE foi de aproximadamente 293 pg/mL e de TNF-o 826
pg/mL.

Em relacdo ao INF-y (figura 14) os grupos que tiveram valores
significantemente menores foram os tratados com a Lico A na dosagem de
30mg/Kg/dia, onde os nives encontrados foram de aproximadamente 196pg/mL
(p<0,01), com o trans-cariofileno na dose de 25mg/kg e 50mg/Kg (141pg/mL e
81pg/mL, respectivamente, com p<0,001 em ambos 0s casos).

O mesmo resultado foi encontrado em relagdo a producdo de TNF-
a (figura 15), tendo em vista que a producdo no grupo tratado com Lico A na
maior dose foi de aproximadamente 558pg/mL, e nos tratados com o trans-
cariofileno na dose de 25mg/Kg a producéo foi de 310pg/mL e com 50mg/Kg a
producao foi de 119pg/mL ( p<0,001 em todos 0s casos).

Logo, nossos corroboram com o trabalho de CHEN et. al., (2010), onde
foram examinados os efeitos da cumarina Ostol, mediante ao tratamento com
30mg/Kg, no 13°dia pOs inducdo, no desenvolvimento da EAE no mesmo
modelo aqui proposto. A cumarina em questao também foi capaz de reduzir os
sintomas clinicos, resultado atribuido a reducdo da producédo das citocinas
TNF-a e INF-y. O mesmo ocorreu no presente trabalho, sobretudo de uma
maneira dose-dependente, tendo em vista que tanto em relacdo aos
parametros clinicos analisados, quanto em relacdo a dosagem de citocinas a

maior efetividade das substancias testadas foram nas maiores doses.
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A patogénese da EM e da EAE é um processo complexo, que envolve
uma forte resposta especifica de células Thl e TH17, macrofagos, células
dendriticas, astrocitos e microglia, bem como uma gama de mediadores
produzidos por estas células contra antigenos da mielina. Os mecanismos que
levam a desmielinizacdo ocorrem por meio, principalmente, de elevada
producdo de INF-y, TNF-a e IL-17, ou ativacdo de outras células como, por
exemplo, os macréfagos que atuam tanto produzindo NO, H,O,, como mais
TNF-a e varias enzimas com efeito proteolitico (BETTELLI et. al., 2006;
VELDHOEN et. al., 2006; FLETCHER et. al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013).

A IL-17 tem sido diretamente implicada no desenvolvimento e na
manutengao, tanto da EM como da EAE. Sabe-se que a transferéncia de
células Thl7 induz EAE em uma forma mais grave, em comparacdo com a
transferéncia de células Th1(THONE et. al., 2012). Recentemente, AXTELL et.
al., (2010) correlacionaram a maior atividade de doenga, em pacientes
classificados como ndo respondedores ao tratamento com IFN-B, com niveis
altos de IL-17. Esses autores sugerem que em pacientes com EM ocorra uma
maior ativacdo da via Th17 resultando em uma forma mais grave da doenca.

No presente trabalho, observamos que todos os grupos tratados tanto
com a Lico A (p<0,05 na dose de 15mg/kg e p<0,001 na dose de 30 mg/kg),
como com o trans-cariofileno (p<0,001 tem ambas as doses testadas)
apresentaram reducéo significativa mediante a administracdo dos tratamentos,
de uma maneira dose-dependente na producéo de IL-17 (figural6). Contudo,
apesar de se ter relatos na literatura de que a Lico A inibe o STAT 3, fator de
transcricdo para IL-17 (FUNAKOSHI-TAGO et. al., 2008a), o trans-cariofileno
parece ser mais efeitivo na inibicdo dessa citocina, talvez por vias adicionais,
como na inibicdo da IL-23, citocina primordial na producdo de IL-17. Porém
estudos no sentido de esclarecer esse mecanismo se fazem necessarios.

Dados similares foram os encontrados por DUTRA et. al. (2012),
utiizando o Eufol, um triterpeno tetraciclico com acdo anti-inflamatéria no
tratamento de camundongos C57BL/6 induzidos a EAE com a MOG 3555 nas
doses de 1-10 mg/kg, via oral. Os autores demonstraram que o Eufol além de
atenuar significativamente sinais neurolégicos de EAE, diminuiu sua

manifestacdo clinica, sendo capaz de modular a expressdo da sintase
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induzivel de oxido nitrico (iNOS), assim como, diminuir a ativacdo de células
Th1l7 e sua migracdo para o SNC. Retardando assim o inicio da doenca e
induzindo uma patologia menos grave no SNC.

Na EM, as lesdes estdo associados com a expressdo de uma grande
variedade de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-1p3 e IL-6) e de
outros mediadores inflamatdrios, tais como o 6xido nitrico-sintase induzivel
(INOS) e o0 H,0O,, que por sua vez, desempenham um papel critico também na
infiltracdo de células imunitarias durante a progressdao da EAE. O dano
causado por esses mediadores reflete na clinica observada (DUTRA et. al.,
2012). Contudo, a severidade da doenca esta estritamente correlacionada com
a ruptura da integridade da BHE e consequentemente com o aumento do
infiltrado mononuclear no SNC e edema associado (YANYING et. al., 2007;
BOWIE et. al.,, 2012). Com a finalidade de investigar o desenvolvimento da
reacdo inflamatéria e o processo de desmielinizacdo do SNC foram feitas
coloracgdes histolégicas com HE em amostras de encéfalo e medula espinhal.

Observando as laminas, foi constatado que os animais com a EAE que
nao receberam nenhum tipo de tratamento apresentaram grande infiltrado
inflamat6rio mononuclear e congestao vascular tanto na meninge na superficie
cortical ou nos sulcos corticais como no parénquima cerebral. Foi observado
também reducdo drastica do namero fibras mielinicas, assim como evidente
afrouxamento das mesmas, além da hiperplasia da oligodendroglia. Pode-se
observar também na coloracdo de HE a auséncia de infiltrado inflamatério nos
animais controle negativo.

Estes dados confirmam os obtidos por ADZEMOVIC et. al. (2013), os
quais mostraram em camundongos C57BL/6 imunizados com MOGg3s.s5 que
nos sitios de infiltrados celulares inflamatérios ocorrem desmielinizacdo
extensiva e perda axonal, sendo que o tratamento com Imatinib, um
medicamento usado para tratar certos tipos de cancer, foi capaz de prevenir
essa perda.

Em relacdo aos tratamentos administrados no presente trabalho, os
achados histologicos mais acentuados foram observados nos grupos tratados
com as menores doses da Lico A e do trans-cariofileno. Nestes grupos, foram

evidenciadas areas com menor densidade de fibras mielinicas, aumento da
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celularidade glial e desorganizacéo fibrilar, além de menor celularidade em
ambos 0s grupos e na camada granulosa do cerebelo do grupo tratado com o
trans-cariofileno na dosagem de 25 mg/Kg. Esses danos histopatologicos
visualizados podem estar correlacionados com a maior producdo de H,O, mas
principalmente de NO por esses grupos, e no caso do grupo tratado com a Lico
A na dose de 15mg/Kg, também pelos elevados niveis de TNF-a e INF-y .

O trabalho realizado por FARIAS (2004) corrobora essa hipotese, pois
foi investigada a participagdo do NO (Via iINOS) por ELISA e por analise
histopatoldgica, na evolu¢cdo da EAE induzida com MOGg3s 55, tanto em animais
KO para iNOS, como nos correspondentes ndo modificados geneticamente
(C57BL/6). Os dados mostram que houve reducao significativa da gravidade da
doenca, avaliada tanto na clinica, como histopatologicamente nos animais KO
para iINOS. Associando assim 0s maiores danos observados na histologia com
elevados niveis de NO.

Cabe ressaltar que os achados histolégicos sugestivos de alteracbes
degenerativas neuronais ou de apoptose, assim como 0 aspecto vacuolado
periaxonal, observados na substancia branca dessas amostras, em maior
namero e quantidade nas menores doses das duas substancias testadas, mas
também presente nas amostras do grupo tratado com a Lico A na dose de 30
mg/Kg, essas, podem representar o inicio do processo inflamatério e/ou estar
associados com a clinica tardia observada sobretudo no grupo tratado com a
Lico A na maior dose.

Um fato instigante ocorreu nos animais tratados com o trans-cariofileno,
na dosagem de 50mg/Kg/dia, a presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear
foi muito menos intensos em todas as amostras analisadas (figuras 17f, 18f e
19f). J& grupo tratado com a Lico A na dosagem de 30mg/Kg/dia esta reducao
nao foi tdo drastica, mas ainda sim esteve presente (figura 17d, 18d e 19d).
Fica evidente entdo, que o tratamento com a Lico A e principalmente com o
trans-cariofileno, nas maiores doses, reduz o infiltrado inflamatorio
mononucleaur no encéfalo e na medula de camundongos C57BL/6 com a EAE.
A reducao do infiltrado inflamatorio correlaciona-se com a menos producao de
TNF-a, INF-y, IL-17, NO e H,0, (YANYING et. al., 2007; CORREA et. al., 2010;

DUTRA et. al.,, 2012)). Portanto, ficou claro que a redugédo dos niveis de
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radicais de oxigénio, citocinas e caracteristicas de normalidade do infiltrado
mononuclear nos animais tratados correlacionam-se com o0 menor escore
clinico dos animais e preservacdo do peso, principalmente no grupo tratado
com o trans-cariofileno na dosagem de 50mg/Kg/dia.

Achados semelhantes ao encontrado por CORREA et. al. (2010),
utilizando Talidomida (30 mg/Kg) e Pentoxifilina (100 mg/Kg) como tratamento
em ratos de Lewis (induzidos de EAE) via intraperitonial (n=10). Onde a
apesar do tratamento com a Pentoxifilina ter reduzido a manifestacao clinica da
EAE, a producdo de IFN-y, NO e TNF-o,e os focos inflamatérios
mononucleares no SNC, o tratamento com a Talidomida se mostrou mais
eficaz, revelando ser uma estratégia promissora para a terapéutica nas
doencas inflamatérias desmielinizantes do SNC como a EM.

Analisados em conjunto percebemos que ocorreu uma correlagéo entre
achados histopatolégicos com o escore clinico e a dosagem de radicais livres e
citocinas. Tendo em vista que nos animais que apresentaram escores clinicos
elevados foi observado também, altas dosagens de citocinas e radicais livres,
além de mudltiplas areas de infiltrado inflamatorio bem desenvolvido no SNC e
areas de desmielinizagéo, sobretudo nos animais pertencentes ao grupo com a
EAE. Em nosso experimento, o fato de que os animais tratados com a Lico A
na dose de 30mg/kg e trans-cariofileno na dose de 50mg/Kg terem
apresentados escores clinicos baixos e mais tardiamente que 0s outros grupos,
além de baixas dosagens de citocinas e radicais oxigenados, estao associados
a capacidade dessas substancias de inibirem e/ou retardarem o infiltrado
inflamatério e a desmielinizagdo de uma maneira, provavelmente, dose-
dependente.

Portanto, os resultados do presente experimento sugerem forte
evidéncia do efeito terapéutico da Lico A e, principalmente, do trans-cariofileno
sobre a evolucgdo clinica da EAE. A correlagéo entre os niveis de NO, H,0O,, IL-
17, INF-y, TNF-a, poucas areas de infiltrado inflamatorio mononuclear,
processo de desmielinizacdo menos intensos e evolugdo clinica pouco
expressiva da EAE nos animais que receberam o tratamento com essas

substancias nas maiores doses, suportam essa hipotese.
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Apesar da complexidade da EM e das dificuldades do seu tratamento, as
substancias aqui testadas mostram-se promissoras como possiveis estratégias

terapéuticas nas doencas inflamatorias desmielinizantes do SNC.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu chegar a consideracdes sobre um efeito
modulador da Licochalcona A e do trans-cariofileno sobre o curso clinico da
Encefalomielite Autoimune Experimental.

o Camundongos C57BL/6 com a EAE apresentaram a partir do 9° dia apos
a inducdo da doenca severos sintomas clinicos associados a elevados niveis
séricos de NO, H,0, INF-y, TNF-q, IL-17, varios focos de infiltrado inflamatorio
mononuclear no cérebro e na medula espinhal e presenca de areas de
desmielinizacéo;

o Camundongos C57BL/6 tratados com a Licochalcona A 15mg/Kg
apresentaram sintomas clinicos menores, menor perda de peso (até o 17° dia),
menor producdo de NO, H;O,, INF-y, TNF-a, IL-17 e menor presenca de
infiltrado inflamato6rio e maior preservacdo das fibras mielinicas no SNC que o
grupo doente (EAE), porém nédo foram significativos.

o Animais tratados com a Licochalcona A 30mg/Kg apesar de
apresentaram menores sintomas clinicos e menor perda de peso que 0 0S
animais do grupo EAE, ndo foram significativos. Contudo neste grupo houve
menor producdo de NO, H,O,, INF-y, TNF-a, IL-17 e menor presenca de
infiltrado inflamatério e maior preservacao das fibras mielinicas no SNC que o
grupo doente (EAE), com diferenca estatistica em comparacdo com o grupo
com a EAE.

o Camundongos C57BL/6 tratados com o trans-cariofileno 25mg/Kg
apresentaram sintomas clinicos menores, menor perda de peso, menor
producdo de NO, H,O,, menor presenca de infiltrado inflamatério e maior
preservacdo, porém a diferenca ndo foi significativa em compara¢cdo com 0s
mesmos dados no grupo doente (EAE). No entanto os niveis INF-y, TNF-a, IL-
17 das fibras mielinicas no SNC que o grupo doente (EAE), porém nao foram
significativos.

o Animais tratados com o trans-cariofileno 50mg/Kg praticamente né&o

apresentaram escore clinico neurolégicos da EAE, ficando restritos a dois
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animais, também ndo apresentaram perda de peso no decorrer do
experimento. Estes tiveram menores niveis de NO, H,0,, INF-y, TNF-qa, IL-17,
praticamente ndo apresentaram infiltrados inflmatdrios mononucleares no SNC
auséncia de areas de desmielinizacdo coradas p6é HE no cérebro, medula
espinhal e cerebelo.

Os dados deste estudo revelam que a Licochalcona A e, notadamente, o
trans-cariofileno atuam sobre o mecanismo de desenvolvimento da EAE, de
uma maneira dose-dependente, modulando a resposta imunolégica tanto de
células peritoneais quanto de esplendcitos através da reducdo dos niveis de
citocinas Thl e Thl7, bem como de radicais de oxigénio. Esta reducao nos
pardmetros imunoldgicos se correlacionaram com melhores aspectos
histol6gicos no SNC que culminaram com eficacia sobre os parametros clinicos
apresentados na EAE.

A utilizacdo destas substancias pode ser uma importante estratégia
terapéutica a ser empregada no tratamento de doencas inflamtorias e
desmielinizantes como a EAE, a qual e amplamente utilizada como modelo de

Esclerose Mdltipla.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentagio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 039/2010 — CEEA sobre “AVALIACAO DO EFEITO
DA LICOCHALCONA-A E TRANS-CARIOFILENO SOBRE A ENCEFALITE
AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade
de JOSE OTAVIO DO AMARAL CORREA. esta de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UEJF,
em reunido realizada em 19/11/2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 039/2010 - CEEA about “EFFECT OF
LYCOCHALCONE-A AND TRANS-CARYOPHYLLENE ON EXPERIMTNAL
AUTOIMMUNE ENCEPHALOMYELITIS (EAE)” — JOSE OTAVIO DO AMARAL
CORREA - is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL
RESEARCH (CEEA) in 19/11/2010.

Juiz de Fora, 19 de novembro de 2010.

Presidente/CEEA
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