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RESUMO 

PINKE, K. H. Efeito da estabilização de mastócitos no desenvolvimento da encefalomielite 

autoimune experimental. 2017. 89p. Tese (Doutorado) – Instituto de Biociências, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2017. 

 

A Esclerose múltipla é uma doença autoimune degenerativa que acomete jovens adultos, 

causando danos neuroaxonais e áreas de desmielinização no sistema nervoso central (SNC) 

devido a uma resposta autoimune mediada por linfócitos Th1, Th17 e T citotóxicos. A 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) constitui seu principal modelo de estudo e 

mastócitos parecem contribuir para os processos inflamatórios envolvidos na patogênese da 

EM/EAE. Seguindo este raciocínio, substâncias estabilizadoras de mastócitos, como o fumarato 

de cetotifeno, poderiam afetar o desenvolvimento destas doenças através do bloqueio dos 

processos de exocitose e desgranulação. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito 

desta droga no desenvolvimento da EAE. Para isto, camundongos C57BL/6 fêmeas submetidas 

à indução da EAE através da imunização com MOG/CFA e injeção de toxina pertussis, foram 

tratados com fumarato de cetotifeno (0,4 mg/kg via intraperitoneal) durante 11 dias, a partir do 

7º dia após a indução. O efeito do tratamento no desenvolvimento clínico da EAE foi 

determinado pela avaliação de peso corporal e escore clínico. Posteriormente, parâmetros 

histopatológicos e imunológicos associados à doença, bem como a quebra da função da barreira 

hematoencefálica (BHE) foram avaliados. As comparações dos valores de incidência, escores 

clínicos diários e máximos, e de variação de peso corpóreo revelaram que o tratamento com 

cetotifeno reduziu a incidência e a gravidade da EAE. Este efeito protetor determinado pelo 

cetotifeno foi associado com a normalização da função da BHE e consequente ausência ou 

redução da infiltração de linfócitos no SNC, e ativação reduzida de micróglia. Também se 

verificou menor expressão gênica de quimase-1, mMCP-4 e carboxipeptidase-1 no SNC e 

grande ativação da resposta imune periférica em amostras de linfonodos e baço dos animais 

imunizados e tratados com cetotifeno. Considerando os resultados obtidos, concluiu-se que o 

tratamento com fumarato de cetotifeno impede o desenvolvimento clínico da EAE por 

mecanismos que envolvem a manutenção da função da BHE e consequente bloqueio da 

infiltração de linfócitos no SNC. 

 



 

 

 

 

Palavras-chave: esclerose múltipla; encefalomielite autoimune experimental; fumarato de 

cetotifeno; mastócitos. 

 

ABSTRACT 

PINKE, K. H. Effect of mast cell stabilization on experimental autoimmune 

encephalomyelitis development, 2017. 89p. Thesis (PhD) – Institute of Biosciences of 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2017. 

 

Multiple sclerosis is one of the most prevalent neurological human diseases. It triggers axonal 

damage and demyelinated areas in central nervous system (CNS) by an autoimmune response 

mediated by Th1, Th17 and T cytotoxic lymphocytes. Experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE) is the most employed model of study this disease and mast cells 

appear to contribute to MS- and EAE- underlying immunopathogenesis. In this scenario, mast 

cell stabilizer drugs, such as ketotifen fumarate, could affect the development of these diseases 

by the blockage of exocytosis and degranulation. The aim of this study was to evaluate the 

effect of this drug on the development of EAE. For this, MOG/CFA-immunized female 

C57BL/6 mice were treated with ketotifen fumarate. The effect of treatment was determined by 

body weight loss and clinical score. Subsequently, EAE-associated histopathological and 

immunological parameters, as well as breakdown of blood-brain and blood-spinal cord barrier 

were analyzed. Comparisons about incidence values, daily and maximum clinical scores, and 

body weight loss revealed that ketotifen-treatment reduced the EAE-incidence and -severity. 

This protection was associated with the restoration of blood-spinal cord barrier function, 

absence or reduction of SNC lymphocytic infiltration and reduced microglial activation. Lower 

chymase-1, mMCP-4 and carboxypeptidase-1 gene expressions were also detected in the CNS, 

as well as higher activation of peripheral immune response in lymph node and splenic samples 

from immunized mice treated with ketotifen. Considering these results, it was concluded that 

the treatment with ketotifen fumarate prevents the clinical development of EAE by mechanisms 

related to maintenance of blood-spinal cord barrier function and consequent blockage of CNS-

inflammatory infiltrate. 

 

Keywords: multiple sclerosis; experimental autoimmune encephalomyelitis; ketotifen 

fumarate; mast cells.



 

 

 

 

 
 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................ 10 

    1.1 Esclerose múltipla: aspectos gerais e imunopatogênese ............................................. 11 

    1.2 Encefalomielite autoimune experimental ................................................................... 16 

    1.3 Mastócitos: aspectos gerais e participação na EM/EAE ............................................. 19 

    1.4 Racional científico ...................................................................................................... 23 

2 OBJETIVOS ..................................................................................................................... 24 

3 MATERIAIS & MÉTODOS ........................................................................................... 26 

    3.1 Animais e indução da EAE ......................................................................................... 27 

    3.2 Avaliação clínica da EAE ........................................................................................... 28 

    3.3 Coleta do soro, SNC e órgãos linfoides secundários .................................................. 29 

    3.4 Análise histopatológica ............................................................................................... 29 

    3.5 Obtenção de células de baço, linfonodos e SNC ........................................................ 30 

    3.6 Produção de citocinas por células de baço e linfonodos ............................................. 30 

    3.7 Quantificação de subpopulações de linfócitos T, células dendríticas, micróglia e          

mastócitos por citometria de fluxo ........................................................................................ 31 

    3.8 Níveis de expressão de transcritos relacionados às subpopulações de linfócitos T 

auxiliares, mastócitos e IDO em linfonodos e/ou medula espinhal por RT-PCR ................. 33 

    3.9 Ensaio de barreira hematoencefálica .......................................................................... 35 

    3.10 Análise estatística ...................................................................................................... 36 

4 RESULTADOS ................................................................................................................ 37 

    4.1 Desenvolvimento clínico da EAE ............................................................................... 38 

    4.2 Resposta imune periférica ........................................................................................... 41 

    4.3 Alterações no sistema nervoso central ........................................................................ 53 

5 DISCUSSÃO ..................................................................................................................... 64 

6 CONCLUSÃO .................................................................................................................. 74 

   REFERÊNCIAS ............................................................................................................... 76 

   ANEXO A - Aprovação do CEUA para o desenvolvimento da pesquisa ......................... 88 

   ANEXO B - Aprovação do CEEPA para o desenvolvimento da pesquisa ....................... 89 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução



11 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esclerose múltipla: aspectos gerais e imunopatogênese 

A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença neurológica crônica caracterizada pela 

presença de áreas de desmielinização (placas) nas substâncias branca ou cinzenta provocadas 

por uma resposta autoimune contra componentes do sistema nervoso central (SNC). Os fatores 

que efetivamente desencadeiam esta resposta autoimune são desconhecidos, porém, está bem 

estabelecido que estes fenômenos geram inflamação desmielinizante no cérebro e medula 

espinhal, dano e perda axonal, afetando a função dos nervos envolvidos. Como consequência, 

os portadores da EM vivenciam quadros de disfunções neurológicas que podem afetar 

consideravelmente sua capacidade física, bem como sua vida socioeconômica, uma vez que, 

em grande parte dos casos, a doença atinge jovens adultos (20-30 anos de idade), especialmente 

mulheres, numa fase decisiva para o desenvolvimento pessoal e profissional. Dentre as 

primeiras manifestações clínicas da EM estão fraqueza de um ou mais membros, perda de visão, 

falta de coordenação motora e parestesia (BROWNE et al., 2014;  DAMAL; STOKER; 

FOLEY, 2013;  DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015;  GRIGORIADIS; VAN PESCH; 

PARADIG, 2015;  HOHLFELD, 2010). 

As manifestações clínicas da EM e a dinâmica temporal do aparecimento dos sintomas 

são heterogêneos, porém existem classificações baseadas nestas características que tentam 

abranger os diversos quadros clínicos já observados. A EM recorrente-remitente (EM-RR) é a 

forma clínica que acomete a maior parte dos portadores (cerca de 85%) (DENDROU et al., 

2015). Nesta condição, o portador apresenta quadros transitórios de disfunção neurológica 

(surtos), seguidos de períodos de recuperação dos sintomas (remissão). Em muitos casos, o 

acúmulo de lesões irreversíveis no SNC durante os surtos e a neurodegeneração agravam os 

sintomas. Como consequência, uma ou duas décadas depois do episódio inicial, cerca de 80 % 

dos portadores de EM-RR desenvolvem um segundo quadro clínico conhecido como fase 

secundária progressiva (EM-SP). Uma pequena parcela dos portadores de EM vivenciam o 

agravamento de sua condição clínica desde o episódio inicial da doença. Nestes casos, não são 

observados períodos de remissão. Esta condição é chamada de EM primária progressiva (EM-

PP) (DENDROU et al., 2015;  GRIGORIADIS et al., 2015). 

A prevalência da EM na população mundial é outro dado preocupante. Segundo o atlas 

da esclerose múltipla de 2013 (BROWNE et al., 2014), o número estimado de portadores da 

EM passou de 2,1 milhões em 2008 para 2,3 milhões de pessoas afetadas mundialmente em 

2013. Parte deste aumento foi atribuída à otimização dos métodos diagnósticos e coleta de 
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dados epidemiológicos. O aumento da expectativa de vida da população em geral e dos 

portadores da EM também são fatores que, possivelmente, contribuíram para este acréscimo 

(BROWNE et al., 2014). Regionalmente, América do Norte e parte da Europa são os locais 

com maior prevalência da EM; mais de 100 casos a cada 100.000 habitantes. No Brasil, estima-

se 5,01-20 casos a cada 100.000 habitantes, variando de acordo com a região demográfica do 

país (COMINI-FROTA et al., 2013;  VASCONCELOS et al., 2016). 

Atualmente, não há cura para a EM. Os tratamentos disponíveis baseiam-se em drogas 

imunossupressoras e imunomoduladoras que interferem ou suprimem os mecanismos 

envolvidos na resposta autoimune, visando reduzir a frequência e a gravidade dos episódios da 

doença na sua forma recorrente-remitente. Entre os imunossupressores destacam-se: 

azatioprina, ciclosfosfamida, mitoxantrona, methotrexato e ciclosporina. Para o tratamento dos 

surtos, utiliza-se a pulsoterapia (administração de altas doses de medicamentos por curtos 

períodos de tempo) com corticoides sintéticos, sendo a metilprednisolona o mais comumente 

utilizado.  Dentre as drogas imunomoduladoras estão o interferon-β, acetato de glatiramer, 

fingolimod e anticorpos humanizados, como natalizumab que interfere na migração celular do 

sistema circulatório periférico para o SNC, e o alemtuzumab que induz linfopenia através de 

citotoxicidade dependente de anticorpos (COCLITU; CONSTANTINESCU; TANASESCU, 

2016). A eficácia destas substâncias é variável e depende da resposta e adesão pelo paciente. 

Efeitos colaterais importantes tais como palpitações, ansiedade, dispneia, urticária, sintomas 

semelhantes aos da gripe e aparecimento de tumores ou problemas cardíacos, têm sido descritos 

(COCLITU et al., 2016;  DAMAL et al., 2013;  STUVE et al., 2008). 

Até recentemente, não existia nenhuma droga aprovada com atuação específica no 

tratamento das condições progressivas da EM. Em geral, as terapias disponíveis não interferem, 

substancialmente, na progressão do dano e da perda neuroaxonal que levam à atrofia do cérebro 

observada nos portadores de EM-SP ou -PP. Essa resposta diferencial aos tratamentos reforça 

a hipótese de que diferentes mecanismos medeiam as respostas inflamatórias características dos 

surtos e dos danos neuroaxonais evidentes nas fases progressivas da EM (COCLITU et al., 

2016;  DENDROU et al., 2015). No entanto, em 28 de março de 2017, a U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) aprovou o ocrelizumab como a primeira droga imunomoduladora 

indicada para o tratamento da EM-PP 

<https://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm549325.htm>. O 

ocrelizumab é um anticorpo humanizado específico para a molécula CD20 que atua sobre os 

linfócitos B em diferentes estágios de maturação e poupa células negativas para este marcador, 

como plasmócitos produtores de anticorpos. Desse modo, os efeitos benéficos do ocrelizumab 
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parecem estar mais relacionados com a redução da produção de citocinas e da apresentação 

antigênica pelos linfócitos B do que com alterações na produção de anticorpos patogênicos. 

Três estudos clínicos de fase III estavam testando a ação desta droga e os resultados 

demonstraram redução na frequência anual de recidiva em portadores de EM-RR e redução da 

progressão clínica e das lesões avaliadas por ressonância magnética em portadores de EM- PP 

(HOHLFELD; MEINL, 2017). 

   A etiologia desta doença é complexa e pouco entendida. Predisposição genética e 

fatores ambientais são considerados importantes para o início e curso da EM (ASCHERIO, 

2013;  AXISA; HAFLER, 2016;  ROTHHAMMER; QUINTANA, 2016).  Agentes infecciosos 

e seus produtos estão entre estes fatores externos que podem influenciar o desenvolvimento 

desta doença (GILDEN, 2005;  MARRIE, 2004). Por exemplo, grande porcentagem de 

pacientes com EM apresenta anticorpos para o vírus Epstein-Barr, em alguns estudos chegando 

a um percentual de 100 % (LOSSIUS et al., 2012). Outro fator ambiental associado com a 

incidência de EM é a exposição solar que, interessantemente, demonstra uma correlação inversa 

com a doença, ou seja, diminuição do risco de seu desenvolvimento com uma maior exposição 

do indivíduo à luz do sol (MILO; KAHANA, 2010). Esse efeito tem sido atribuído à ação da 

luz UVB na conversão da molécula 7-deidrocolesterol, presente nas camadas profundas da 

epiderme, em pré-vitamina D3 e, posteriormente, em vitamina D3. A vitamina D (VitD3) tem 

sido implicada como um agente protetor frente às doenças infecciosas como a tuberculose, mas 

também nas doenças alérgicas e nas autoimunes como a EM (PLUDOWSKI et al., 2013;  

YANG et al., 2013).  

O local onde a resposta autoimune é desencadeada representa outra importante questão 

a ser desvendada na etiologia da EM. Uma das hipóteses mais aceitas postula a ocorrência de 

ativação periférica de linfócitos T autorreativos, possivelmente ocasionada por reações 

cruzadas de células específicas para peptídeos virais ou microbianos (mimetismo molecular), 

junto com uma quebra da tolerância periférica. Estes linfócitos migrariam para o interior do 

SNC, junto de outras células como linfócitos B e monócitos, estabelecendo a neuroinflamação.  

Esta dinâmica é observada na encefalomielite autoimune experimental (EAE), modelo 

amplamente utilizado para o estudo dos mecanismos imunopatológicos envolvidos na EM. 

Diferentemente, outra hipótese considera que eventos intrínsecos ao SNC, como infecções 

virais e traumas, liberariam antígenos sequestrados, desencadeando a neuroinflamação, 

possivelmente através da apresentação destes antígenos a linfócitos circulantes no espaço 

subaracnoidal ou devido ao escape destes peptídeos através dos fluidos drenados do SNC. 

Nestes casos, a migração de linfócitos T autorreativos aconteceria de forma secundária. É 



14 

 

 

 

possível notar que, em ambas as hipóteses, fatores ambientais teriam papel crucial na ativação 

da resposta autoimune em conjunto com fatores genéticos ligados à quebra da tolerância 

periférica (DENDROU et al., 2015;  LASSMANN; BRADL, 2017).  

Evidências recentes sugerem também que a microbiota intestinal pode contribuir com 

as doenças neurológicas, incluindo a EM (TREMLETT et al., 2017). Segundo este conceito que 

está se delineando, um perfil pró-inflamatório intestinal associado com o acúmulo de linfócitos 

T autorreativos no tecido linfático do intestino desencadearia, juntamente com fatores genéticos 

predisponentes, estas patologias inflamatórias envolvendo o SNC (WEKERLE, 2016). Estudos 

mostrando disbiose em pacientes com EM e associação entre composição da microbiota e 

desenvolvimento de EAE dão suporte a esta possível correlação (GLENN; MOWRY, 2016). 

Embora os fenômenos envolvidos na imunopatogênese da EM não estejam 

completamente elucidados, a importância da neuroinflamação nesses processos está 

consolidada. Independente de uma ativação da resposta autoimune intrínseca ou extrínseca ao 

SNC, as células inflamatórias adentram os tecidos nervosos através da barreira 

hematoencefálica (BHE) ou do fluido encefalorraquidiano no plexo coroide e estabelecem o 

infiltrado inflamatório no parênquima do órgão e nas regiões de leptomeninges (DENDROU et 

al., 2015). Esta infiltração de células inflamatórias nos tecidos do SNC é detectada em todos os 

estágios e formas clínicas da EM, de modo mais pronunciado na fase aguda ou lesões ativas e 

na EM-RR (FRISCHER et al., 2009). Em especial, nas meninges de pacientes com EM-SP são 

encontradas estruturas linfoides terciárias formadas por agregados de plasmócitos, linfócitos B, 

T e células dendríticas foliculares. Já nas meninges de pacientes com a forma primária 

progressiva da EM observa-se infiltrado difuso sem a presença destas estruturas especializadas 

(DENDROU et al., 2015;  GRIGORIADIS et al., 2015;  LASSMANN; BRADL, 2017). 

Diversos tipos celulares estão envolvidos na imunopatogênese da EM e isto fica 

evidente quando terapias que afetam leucócitos em geral melhoram a progressão da doença 

(COLES et al., 2006;  ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2016;  LASSMANN; BRADL, 2017). 

Análises de lesões de EM sugerem que linfócitos T citotóxicos (CD8+) e B possuem 

proeminentes papeis na neuroinflamação devido à abundância de linfócitos T CD8+ em relação 

à linfócitos T CD4+ ou T auxiliares em lesões ativas (BABBE et al., 2000;  FRISCHER et al., 

2009), bem como de plasmócitos secretando anticorpos em lesões de pacientes com EM-SP ou 

-PP (FRISCHER et al., 2009). O sucesso do tratamento de pacientes com diferentes formas 

clínicas da EM com ocrelizumab também reforça a importante participação de linfócitos B na 

imunopatogênese da doença que, neste caso, parece estar mais relacionada com a capacidade 

dessas células em apresentar antígenos (HOHLFELD; MEINL, 2017). Isto não descarta a 
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participação de linfócitos T CD4+ na imunopatogênese da doença humana, a qual parece estar 

mais envolvida com os processos inflamatórios iniciais (DENDROU et al., 2015;  

LASSMANN; BRADL, 2017). Dentre os linfócitos T CD4+, estudos principalmente 

desenvolvidos com a EAE destacam a importância de linfócitos Th1 e Th17, subtipos de 

linfócitos T auxiliares caracterizados pela produção das citocinas IFN-Ɣ e IL-17, 

respectivamente (DENDROU et al., 2015;  FLETCHER et al., 2010;  LEGROUX; ARBOUR, 

2015). No entanto, a importância relativa de cada um destes subtipos de linfócitos e das 

citocinas relacionadas é controversa no contexto da EM. Embora a mudança de perfil destas 

subpopulações de linfócitos para um fenótipo Th2 seja considerada como o mecanismo protetor 

induzido pelo tratamento com IFN-β (KOZOVSKA et al., 1999), a falha no tratamento com 

ustekinumab, um anticorpo contra a subunidade p40 presente nas citocinas IL-12 e IL-23, 

importantes no desenvolvimento das respostas Th1 e Th17, respectivamente, pode estar 

relacionada com uma reduzida participação destas citocinas e subtipos de linfócitos em estágios 

mais tardios da EM (MARTIN, 2008;  SEGAL et al., 2008). Contudo, as citocinas IFN- e IL-

17, juntamente com TNF- e IL-6, parecem ter papel importante no processo inflamatório e 

subsequente degeneração axonal, morte dos oligodendrócitos e disfunção neuronal 

(DENDROU et al., 2015;  FURUZAWA-CARBALLEDA; VARGAS-ROJAS; CABRAL, 

2007;  SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Além disso, são encontradas células CD4+ expressando, 

concomitantemente, IFN-Ɣ e IL-17, bem como linfócitos T CD8+ produtores de IL-17, 

principalmente em lesões ativas, nas quais muitos linfócitos T CD4+ também são positivos para 

IL-17 (TZARTOS et al., 2008).  

No parênquima do órgão ocorre a ativação de micróglias e astrócitos, células residentes 

do SNC, as quais, juntamente com os macrófagos, permanecem ativados na fase crônica da 

doença (DENDROU et al., 2015;  LASSMANN; BRADL, 2017). Micróglias e macrófagos 

encontrados no SNC são células imunes que compartilham aspectos morfológicos e marcadores 

moleculares, porém com origens distintas. Em humanos, progenitores mieloides povoam o SNC 

durante o desenvolvimento fetal e dão origem às micróglias, encontradas somente nos tecidos 

nervosos. Já os macrófagos encontrados no SNC são originados de monócitos circulantes que 

infiltram os tecidos nervosos após dano tecidual. Como estas células compartilham a expressão 

de alguns marcadores, a identificação destes tipos celulares nos tecidos nervosos baseia-se, 

rotineiramente, no nível de expressão de CD45. Células do sistema imunológico infiltrantes no 

tecido-alvo expressam altos níveis de CD45, enquanto que micróglias são CD45low. 
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Recentemente, foi descoberto o marcador Tmem119, expresso somente em micróglias de 

humanos e camundongos (BENNETT, M. L. et al., 2016;  DAVIES; MIRON, 2016).  

A imunopatogênese da EM também tem sido atribuída a defeitos na atividade funcional 

de linfócitos T reguladores (Tregs). Essas células são importantes não apenas para a 

manutenção da tolerância periférica, mas também para controlar a autoimunidade órgão-

específica através da supressão de células T autorreativas (TANG et al., 2004). Alguns trabalhos 

têm demonstrado redução da frequência e da atividade supressora dessas células e de subtipos 

específicos, como CD39+, em pacientes com EM (PROCACCINI et al., 2015). Estes defeitos 

podem estar associados à reduzida frequência de Tregs naïve circulantes (CD45RA+CD31+), 

expansão insuficiente de Tregs de memória ou mudança fenotípica de Tregs para células Th1-like 

secretoras de IFN-Ɣ. Além disso, pode haver uma resistência das células efetoras aos mecanismos de 

supressão (DENDROU et al., 2015;  FLETCHER et al., 2010;  HAAS et al., 2005;  HUAN et 

al., 2005;  VENKEN et al., 2008). 

Associados aos fenômenos inflamatórios, observam-se redução da mielina e dano 

axonal com consequente atrofia das substâncias branca e cinzenta (GRIGORIADIS et al., 2015;  

LASSMANN; BRADL, 2017). Outras características histopatológicas clássicas da EM incluem 

a morte de oligodendrócitos e presença de gliose, que se caracteriza por aumento do número de 

células da glia na substância branca (EDWARDS et al., 2011).  

 

1.2 Encefalomielite autoimune experimental 

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é uma doença inflamatória 

desmielinizante induzida em diferentes vertebrados através da sensibilização com antígenos 

provenientes do SNC emulsificados em adjuvante completo de Freund (CFA). Em 

camundongos, para que a doença se desenvolva é, geralmente, necessária a inoculação de toxina 

pertussis. Dentre os possíveis efeitos desta toxina estão a inibição da anergia periférica, 

supressão da atividade das Tregs, indução de IL-6 e IL-1β e aumento da permeabilidade da 

BHE (BILLIAU; MATTHYS, 2001;  DUMAS et al., 2014;  LASSMANN; BRADL, 2017;  

LINTHICUM; MUNOZ; BLASKETT, 1982;  RONCHI et al., 2016;  ROY et al., 2012). A 

EAE também pode ser induzida passivamente através da transferência adotiva de linfócitos 

específicos para antígenos do SNC de um animal doador para um receptor. No entanto, mesmo 

nestes casos, a sensibilização ativa é etapa fundamental, uma vez que é por meio dela que os 

linfócitos encefalitogênicos que serão transferidos de um animal doador para um receptor serão 

estimulados a proliferar (KAWAKAMI et al., 2012;  LASSMANN; BRADL, 2017). 
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Devido às semelhanças com a patogênese da EM, a EAE tem sido considerada um 

modelo experimental da doença humana. No entanto, nenhum protocolo de indução da EAE 

consegue reproduzir integralmente os fenômenos observados na EM e as características clínicas 

e moleculares do modelo variam de acordo com o protocolo de sensibilização e com as 

características genéticas do animal utilizado (PROCACCINI et al., 2015). Embora seja uma 

desvantagem não reproduzir integralmente os fenômenos observados na EM, a diversidade de 

quadros clínicos que podem ser gerados através da indução da EAE é um aspecto interessante, 

uma vez que permite a escolha do modelo mais adequado para os objetivos do estudo, além de 

constituir uma fonte mais acessível de tecido nervoso afetado, um desafio no estudo da EM, o 

qual é principalmente baseado em biópsias e imagens de ressonância magnética (FLETCHER 

et al., 2010;  LASSMANN; BRADL, 2017;  PROCACCINI et al., 2015). Protocolos de 

sensibilização ativa envolvendo camundongos, ratos, cobaias ou primatas geram inflamação e 

placas de desmielinização, as quais podem ser primárias semelhantes às observadas nas lesões 

da EM, ou secundárias devido à degeneração axonal (LASSMANN; BRADL, 2017). Dentre 

estes, a imunização de camundongos com peptídeo da glicoproteína de mielina de 

oligodendrócitos (MOG35-55) emulsificados em CFA, associada à inoculação de toxina 

pertussis, constitui um dos modelos mais utilizados, principalmente para estudos dos 

mecanismos moleculares, da participação de diferentes células imunes e também para testes de 

terapias imunomoduladoras ou imunossupressoras (LASSMANN; BRADL, 2017;  

PROCACCINI et al., 2015). Este protocolo de indução da EAE gera uma doença inflamatória 

aguda ou crônica na medula espinhal mediada principalmente por linfócitos T auxiliares com a 

participação de linfócitos T citotóxicos. Clinicamente é caracterizada por alterações motoras 

que podem levar à paraplegia dos animais. Histopatologicamente, observa-se presença de 

infiltrado inflamatório mononuclear e degeneração axonal com desmielinização, 

principalmente secundária, alterações que são mais evidentes na medula espinhal do que nos 

tecidos cerebrais (LASSMANN; BRADL, 2017). Outros modelos envolvendo indução passiva, 

toxinas, infecções virais e animais transgênicos que expressam moléculas humanas do 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou que, sob determinadas condições, 

desenvolvem espontaneamente a EAE devido a presença de receptores nos linfócitos T que 

reconhecem antígenos cerebrais, também são desenvolvidos de acordo com os objetivos do 

estudo (FLETCHER et al., 2010;  LASSMANN; BRADL, 2017). 

 Como citado, a resposta inflamatória induzida na EAE é principalmente mediada por 

linfócitos T auxiliares específicos para o antígeno utilizado na sensibilização (CHENG et al., 

2017;  FLETCHER et al., 2010). Este aspecto está possivelmente relacionado com as diferenças 
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clínicas e histopatológicas observadas em relação à EM, na qual linfócitos T citotóxicos e B, 

além de macrófagos, parecem desenvolver papéis mais contundentes na imunopatogênese da 

doença humana (LASSMANN; BRADL, 2017). Em relação à EAE, estudos acerca da 

participação de linfócitos T citotóxicos e B são menos numerosos que aqueles direcionados aos 

linfócitos T auxiliares e modelos de indução da EAE direcionados para o estudo destas células 

são escassos (LASSMANN; BRADL, 2017).  

 Estudos envolvendo transferência adotiva de clones Th1 específicos destacam a 

importância destas células e das citocinas pró-inflamatórias IFN- e TNF- no 

desenvolvimento de uma EAE grave (FLETCHER et al., 2010;  KLINKERT et al., 1997;  

LOVETT-RACKE; YANG; RACKE, 2011;  SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Além disso, 

camundongos knockout de T-bet, fator de transcrição relacionado com a diferenciação de 

linfócitos Th1, imunizados com MOG foram resistentes ao desenvolvimento da EAE 

(BETTELLI et al., 2004). Neste contexto, células Th17 também parecem desempenhar um 

papel crítico na patogênese da EAE, principalmente nos eventos patológicos iniciais 

(ARANAMI; YAMAMURA, 2008;  ROSTAMI; CIRIC, 2013;  WOJKOWSKA et al., 2014). 

Por exemplo, animais deficientes em IL-17 desenvolvem EAE mais tardiamente e com 

sintomatologia mais branda (KOMIYAMA et al., 2006). Tem sido constatada a participação 

destas células na ruptura da BHE e na dinâmica de infiltração de células T, a qual ocorre quando 

existe predominância de células Th17 em relação às Th1 (HUPPERT et al., 2010;  MURPHY 

et al., 2010;  WOJKOWSKA et al., 2014). O fato de células Th17 específicas para mielina 

também determinarem o desenvolvimento de EAE por transferência adotiva de células 

comprovam também sua participação na EAE (FLETCHER et al., 2010;  KOMIYAMA et al., 

2006;  MURPHY et al., 2010;  ROSTAMI; CIRIC, 2013). 

Após a ativação periférica dos linfócitos Th autorreativos, estas células migram através 

do sistema circulatório para regiões intimamente ligadas ao SNC, como as meninges, antes de 

adentrarem o parênquima do tecido. Tem sido proposto um modelo de 2 etapas para explicar a 

entrada de linfócitos autorreativos no SNC. Inicialmente, estas células adentrariam o plexo 

coroide, região altamente vascularizada localizada nos ventrículos e responsável pela produção 

do líquido encefalorraquidiano. Nesta região alguns linfócitos autorreativos adentrariam o 

parênquima do plexo coroide através de capilares fenestrados e, subsequentemente atingiriam 

o liquido encefalorraquidiano e o espaço subaracnoidal através das células epiteliais (LOPES 

PINHEIRO et al., 2016). Neste percurso os linfócitos seriam reestimulados por células imunes 

residentes como células dendríticas (DCs) e mastócitos (LOPES PINHEIRO et al., 2016;  

WALKER-CAULFIELD; HATFIELD; BROWN, 2015). Posteriormente ocorreria então a 
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segunda etapa na qual a inflamação nas meninges causada pela liberação de mediadores na 

região pelas células infiltrantes e residentes facilitaria a entrada massiva de células pela BHE 

(RUSSI; BROWN, 2015;  WALKER-CAULFIELD et al., 2015). A BHE é a estrutura 

especializada que forma grande parte da interface entre o sistema circulatório e o SNC 

garantindo a homeostase dos tecidos e órgãos deste sistema através de uma alta seletividade em 

relação ao transporte de substâncias e células para o SNC. Esta estrutura é composta por células 

endoteliais especializadas, pericitos e astrócitos que interagem entre si e com outras células 

residentes do SNC como neurônios e células da imunidade, como os mastócitos, através de 

diversas moléculas e sistemas enzimáticos para garantir o controle deste transporte (BANKS, 

2016;  VARATHARAJ; GALEA, 2017). A inflamação é um processo capaz de afetar a função 

normal da BHE, promovendo um aumento da permeabilidade desta estrutura. Como citado, esta 

quebra da função da BHE é um importante evento na imunopatogênese da EM e da EAE 

(LOPES PINHEIRO et al., 2016;  SCHENK; DE VRIES, 2016). A atração de neutrófilos 

através da produção de TNF-α por mastócitos e a liberação de mediadores, enzimas e espécies 

reativas do oxigênio por estas células é um exemplo de mecanismo de quebra da BHE que foi 

observado na imunopatogênese da EAE (CHRISTY et al., 2013;  RODRIGUES; GRANGER, 

2015).  

No parênquima do SNC, os linfócitos autorreativos e macrófagos infiltrantes interagem 

com células residentes, como as micróglias, oligodendrócitos e neurônios, estimulando a 

neuroinflamação e causando desmielinização primária ou secundária e dano neuroaxonal 

(CHENG et al., 2017;  FLETCHER et al., 2010;  WALKER-CAULFIELD et al., 2015). 

  

1.3 Mastócitos: aspectos gerais e participação na EM/EAE 

Inicialmente, acreditava-se que os mastócitos eram importantes somente nas reações 

alérgicas e como gatilho dos fenômenos vasculares da inflamação. Entretanto, a participação 

destas células nas infecções e doenças autoimunes vem sendo ressaltada (BROWN; 

HATFIELD, 2012;  TAYLOR; METCALFE, 2001). Os mastócitos estão amplamente 

distribuídos no organismo, inclusive no SNC, principalmente próximo das meninges e da BHE 

(NELISSEN et al., 2013;  SILVER; CURLEY, 2013). Estas células possuem grande 

plasticidade fenotípica, adequando-se ao ambiente e, desta forma, sendo distinguidas em 

subpopulações devido à sua localização ou ao conteúdo de seus grânulos intracitoplasmáticos 

(MOON et al., 2010;  SILVER; CURLEY, 2013). 

No contexto da presente pesquisa, inúmeras evidências relacionadas à ação dos 

mastócitos sobre componentes do SNC e regulação da resposta imune embasam os estudos 
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sobre sua participação na patogênese da EM/EAE (CONTI; KEMPURAJ, 2016). Tem sido 

descrito que diversos mediadores estocados nos grânulos ou sintetizados de novo pelos 

mastócitos possuem atividade sobre o SNC (NELISSEN et al., 2013;  SILVER; CURLEY, 

2013). Histamina, TNF-α, IL-6 e fator de crescimento neural são exemplos destes mediadores 

que causam, entre outros efeitos, modulação da permeabilidade da BHE, recrutamento de 

neutrófilos, regulação da atividade microglial e promoção de sobrevivência e diferenciação de 

neurônios (COSTANZA; COLOMBO; PEDOTTI, 2012;  NELISSEN et al., 2013;  SILVER; 

CURLEY, 2013). Esses mediadores podem atuar nas células do SNC através de sua liberação 

por desgranulação ou pelo fenômeno denominado transgranulação (transferência dos grânulos 

por emissão de pseudópodos que se ligam na membrana da célula adjacente). A transgranulação 

tem sido descrita como responsável pela presença de mediadores de mastócitos no citoplasma 

de neurônios (NELISSEN et al., 2013;  WILHELM; SILVER; SILVERMAN, 2005). 

Especificamente com relação à histamina, estudo recente demonstrou a ação regulatória deste 

mediador sobre as respostas de células T, a produção de citocinas por células apresentadoras de 

antígenos, a permeabilidade da BHE e a atividade de Tregs (SALIGRAMA et al., 2013). 

Evidências também sugerem uma participação direta dos mastócitos na degradação da mielina 

(AMOR; WOODROOFE, 2014;  KARAGKOUNI; ALEVIZOS; THEOHARIDES, 2013). 

Com relação à modulação local da resposta imune, mastócitos produzem IL-23, TGF-β 

e IL-6, importantes para o desenvolvimento das respostas Th17 (CHEN, G.; SHANNON, 

2013), além da IL-12, essencial para a diferenciação de linfócitos Th1 (GREGORY et al., 2005;  

SAYED; BROWN, 2007) e IL-4, importante na imunidade humoral (HERSHKO; RIVERA, 

2010). Considerados por alguns autores como células apresentadoras de antígenos (APC), 

mastócitos também poderiam reativar localmente linfócitos que migraram para regiões 

importantes na patogênese da EAE, como meninges e parênquima do SNC, através da interação 

celular direta (BROWN; HATFIELD, 2012;  MOON et al., 2010;  SILVER; CURLEY, 2013). 

Dentre as moléculas participantes destas interações e expressas em mastócitos estão ICAM-1 

(CD54), ICOS-L, PD-L1, PD-L2, OX40L, CD153, Fas, CD40L, CD80, CD86, MHC de classe 

I e II (HERSHKO; RIVERA, 2010). Considerando este potencial inflamatório dos mastócitos, 

estudos focando a participação destas células na EM/EAE vêm sendo desenvolvidos.  

Grande parte das evidências científicas apontam para uma participação ativa na 

patogênese destas doenças, enquanto que poucos estudos reportam ausência de participação dos 

mastócitos ou atuação protetora/reguladora dos processos inflamatórios e de lesão no SNC 

(BENNETT, J. L. et al., 2009;  CONTI; KEMPURAJ, 2016;  ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2016;  

NELISSEN et al., 2013). A presença de mastócitos nas lesões de pacientes com EM já vem 
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sendo descrita, bem como seu aumento próximo aos sítios de inflamação desmielinizante em 

pacientes com EM e em roedores com EAE. Foram também observados níveis elevados de 

triptase e histamina no fluido cérebro-espinhal de pacientes com EM (BROWN; HATFIELD, 

2012;  WALKER; HATFIELD; BROWN, 2012). Nas lesões de EAE em roedores, foram 

detectados aumento da desgranulação de mastócitos e elevados níveis de suas proteases 

(SILVER; CURLEY, 2013). De fato, a interação entre mastócitos e linfócitos na EAE parece 

causar a proliferação local de linfócitos T CD4+ e CD8+ e suprimir Tregs, o que contribuiria 

para o desenvolvimento da EAE e possivelmente da EM (HERSHKO; RIVERA, 2010;  HONG 

et al., 2015). Em contrapartida, tratamentos que culminaram no recrutamento de Tregs para o 

SNC determinaram redução da gravidade da EAE, o que foi associado com inativação de rotas 

secretoras de mastócitos via eixo OX40/OX40L e supressão da migração destas células para o 

SNC através da diminuição da expressão de CCL2/CCR2, V-CAM-1 e PECAM-1 (HONG et 

al., 2013). Experimentos envolvendo camundongos knockout para mastócitos demonstraram, 

em sua maioria, uma diminuição da gravidade da doença, a qual pode ser restabelecida pelo 

repovoamento seletivo com mastócitos gerados a partir de células-tronco medulares (SILVER; 

CURLEY, 2013). 

Evidências recentes sugerem uma participação relevante dos mediadores produzidos por 

estas células nos fenômenos iniciais da patogênese da EAE. A liberação de TNF-α por 

mastócitos presentes nas meninges parece ser fundamental para o recrutamento de neutrófilos, 

os quais induzem a permeabilização da BHE (CHRISTY et al., 2013;  WALKER-CAULFIELD 

et al., 2015). Outras evidências indicam que a IL-1β produzida de maneira dependente de 

caspase-1 por mastócitos residentes nas meninges de animais com EAE induz a expressão de 

GM-CSF em linfócitos T autorreativos, condição que foi associada com a capacidade dos 

linfócitos adentrarem o SNC. Neste mesmo estudo, os autores destacam que a co-localização 

de mastócitos e linfócitos T foi observada em lesões de portadores de EM em fase aguda. Este 

aspecto sugere uma possível interação entre estas células na doença humana (RUSSI; 

WALKER-CAULFIELD; GUO; et al., 2016). 

Substâncias inibidoras de atividade dos mastócitos também têm mostrado ação sobre 

sinais clínicos da EAE ou eventos neuroinflamatórios, e podem representar estratégias 

terapêuticas em processos inflamatórios com atuação evidente destas células (COSTANZA et 

al., 2012;  DIMITRIADOU; PANG; THEOHARIDES, 2000). A administração de proxicrimil 

3 dias após a indução da EAE por transferência adotiva preveniu o aparecimento dos sinais 

clínicos (DIETSCH; HINRICHS, 1989). Em outro estudo, o tratamento oral com hidroxizina 

reduziu a gravidade da EAE (DIMITRIADOU et al., 2000). A injeção de cromoglicato de sódio 
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no hipotálamo foi capaz de inibir a ativação da micróglia induzida pela inoculação do composto 

48/80, um secretagogo com ação sobre mastócitos, e reduziu a produção de citocinas (DONG 

et al., 2017). Outro exemplo deriva de um modelo de isquemia cerebral focal, no qual a 

administração intraventricular de cromoglicato de sódio reduziu a quebra da BHE, o edema 

cerebral e a infiltração de neutrófilos no SNC (MCKITTRICK; LAWRENCE; CARSWELL, 

2015). 

Entre as drogas que possuem atividade sobre mastócitos, o fumarato de cetotifeno 

(cetotifeno), comumente empregado no tratamento de doenças alérgicas humanas, é uma droga 

anti-histamínica de segunda geração e um forte estabilizador de mastócitos (BABA et al., 2016;  

FINN; WALSH, 2013;  KABRA et al., 2000;  WADE; BIELORY; RUDNER, 2012). Através 

da prevenção da deformação da membrana plasmática e do influxo de cálcio, o cetotifeno inibe 

a degranulação de mastócitos, bem como a exocitose de mediadores produzidos de novo. Além 

disso, esta droga exibe ação antifosfatildiesterase, impedindo a síntese de prostaglandinas e 

leucotrienos (BABA et al., 2016;  CRAPS; NEY, 1984;  MONUMENT et al., 2015;  WADE et 

al., 2012). Efeitos sobre outros fenômenos e tipos celulares não podem ser descartados. A ação 

do cetotifeno sobre diferentes mecanismos inflamatórios e tipos celulares foi pouco estudada. 

Em alguns relatos, não é possível afirmar se alterações causadas por esta droga decorreram de 

um efeito direto nos mecanismos estudados ou indireto através da modulação de mastócitos.  

Hui e Yu em 1986, demonstraram que o cetotifeno induz aumento dos níveis de AMP cíclico 

em linfócitos e relacionaram este fenômeno com o efeito profilático observado na asma. Por 

outro lado, doses de até 10μM de cetotifeno não afetaram a proliferação e migração de linfócitos 

T e a produção de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-α e IFN-Ɣ por estas células (HUI; YU, 1987). 

Em macrófagos também não foram observadas alterações dependentes do cetotifeno na 

produção de IL-6 e TNF-α (NORI et al., 2003). Snyman e colaboradores (1992) observaram 

diminuição de infiltrado de basófilos, eosinófilos e linfócitos na pele de pacientes atópicos 

tratados com cetotifeno (SNYMAN et al., 1992). Efeito protetor do cetotifeno também foi 

observado em um modelo de enterocolite (POTHOULAKIS et al., 1993). Redução da 

inflamação do epitélio e necrose foram associados com diminuição da secreção de mediadores 

por mastócitos e neutrófilos: leucotrienos, fator ativador de plaqueta e protease 4 de mastócitos 

(POTHOULAKIS et al., 1993). Em células tumorais, o cetotifeno afetou a migração e a invasão 

in vitro, e suprimiu a expressão de moléculas envolvidas com estes fenômenos (CDC42, Rac e 

Rho) (KIM, H. J. et al., 2014). In vivo, observou-se que o tratamento com cetotifeno de ratos 

com câncer de mama logo após a indução da neoplasia reduziu os índices de proliferação 

tumoral e de apoptose (FAUSTINO-ROCHA et al., 2017). Drogas estabilizadoras de 
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mastócitos, como o próprio cetotifeno, têm sido consideradas para o tratamento de doenças 

metabólicas como a obesidade e diabetes (WANG et al., 2011). 

 

1.4 Racional científico 

Nos últimos anos, a EM tem sido a segunda doença autoimune mais abordada em artigos 

publicados em inglês no PUBMED (SELMI, 2013) e sua prevalência na população mundial é 

uma das maiores entre as doenças que acometem o SNC (BROWNE et al., 2014). Grande parte 

de nosso conhecimento sobre a EM deriva de estudos feitos com a EAE. A patogênese de ambas 

envolve um processo inflamatório de origem autoimune, no qual os mastócitos, células 

altamente relacionadas com fenômenos inflamatórios e vasculares, e consideradas um elo entre 

as respostas imunes inata e adaptativa, podem estar envolvidos. Considerando que a inibição 

da exocitose e a consequente redução de mediadores produzidos pelos mastócitos poderia afetar 

os fenômenos imunológicos e vasculares envolvidos neste processo, drogas estabilizadoras de 

mastócitos como o cetotifeno poderiam controlar em parte o processo inflamatório associado à 

EAE/EM e, portanto, serem explorados como terapia adjunta nestas patologias. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão



75 

 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

O tratamento com fumarato de cetotifeno impede o desenvolvimento clínico da 

encefalomielite autoimune experimental por mecanismos que envolvem a manutenção da 

função da barreira hematoencefálica e consequente bloqueio da infiltração inflamatória no 

sistema nervoso central. 
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