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Cora Coralina
RESUMO
PINKE, K. H. Efeito da estabilizacdo de mastdcitos no desenvolvimento da encefalomielite
autoimune experimental. 2017. 89p. Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2017.

A Esclerose multipla € uma doenca autoimune degenerativa que acomete jovens adultos,
causando danos neuroaxonais e areas de desmielinizagdo no sistema nervoso central (SNC)
devido a uma resposta autoimune mediada por linfécitos Thl, Thl7 e T citotoxicos. A
encefalomielite autoimune experimental (EAE) constitui seu principal modelo de estudo e
mastocitos parecem contribuir para os processos inflamatorios envolvidos na patogénese da
EM/EAE. Seguindo este raciocinio, substancias estabilizadoras de mastécitos, como o fumarato
de cetotifeno, poderiam afetar o desenvolvimento destas doencas através do bloqueio dos
processos de exocitose e desgranulacéo. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito
desta droga no desenvolvimento da EAE. Para isto, camundongos C57BL/6 fémeas submetidas
a inducdo da EAE através da imunizacdo com MOG/CFA e injecdo de toxina pertussis, foram
tratados com fumarato de cetotifeno (0,4 mg/kg via intraperitoneal) durante 11 dias, a partir do
7° dia apds a inducdo. O efeito do tratamento no desenvolvimento clinico da EAE foi
determinado pela avaliacdo de peso corporal e escore clinico. Posteriormente, parametros
histopatoldgicos e imunoldgicos associados a doenca, bem como a quebra da funcao da barreira
hematoencefélica (BHE) foram avaliados. As comparacfes dos valores de incidéncia, escores
clinicos diarios e maximos, e de variacdo de peso corpdreo revelaram que o tratamento com
cetotifeno reduziu a incidéncia e a gravidade da EAE. Este efeito protetor determinado pelo
cetotifeno foi associado com a normalizacdo da funcdo da BHE e consequente auséncia ou
reducdo da infiltracdo de linfocitos no SNC, e ativacdo reduzida de microglia. Também se
verificou menor expressdo génica de quimase-1, mMCP-4 e carboxipeptidase-1 no SNC e
grande ativacdo da resposta imune periférica em amostras de linfonodos e bago dos animais
imunizados e tratados com cetotifeno. Considerando os resultados obtidos, concluiu-se que o
tratamento com fumarato de cetotifeno impede o desenvolvimento clinico da EAE por
mecanismos que envolvem a manutencdo da funcdo da BHE e consequente bloqueio da

infiltracdo de linfécitos no SNC.



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

cetotifeno; mastocitos.

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 “Julio 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 Thl, Thl7 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.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esclerose multipla: aspectos gerais e imunopatogénese

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca neurologica crbénica caracterizada pela
presenca de areas de desmielinizagdo (placas) nas substancias branca ou cinzenta provocadas
por uma resposta autoimune contra componentes do sistema nervoso central (SNC). Os fatores
que efetivamente desencadeiam esta resposta autoimune sdo desconhecidos, porém, esta bem
estabelecido que estes fendbmenos geram inflamacdo desmielinizante no cérebro e medula
espinhal, dano e perda axonal, afetando a funcgdo dos nervos envolvidos. Como consequéncia,
os portadores da EM vivenciam quadros de disfuncBes neuroldgicas que podem afetar
consideravelmente sua capacidade fisica, bem como sua vida socioeconémica, uma vez que,
em grande parte dos casos, a doencga atinge jovens adultos (20-30 anos de idade), especialmente
mulheres, numa fase decisiva para o desenvolvimento pessoal e profissional. Dentre as
primeiras manifestagdes clinicas da EM estéo fraqueza de um ou mais membros, perda de visao,
falta de coordenacdo motora e parestesia (BROWNE et al., 2014; DAMAL; STOKER;
FOLEY, 2013; DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; GRIGORIADIS; VAN PESCH,;
PARADIG, 2015; HOHLFELD, 2010).

As manifestacdes clinicas da EM e a dindmica temporal do aparecimento dos sintomas
sdo heterogéneos, porém existem classificaches baseadas nestas caracteristicas que tentam
abranger os diversos quadros clinicos ja observados. A EM recorrente-remitente (EM-RR) é a
forma clinica que acomete a maior parte dos portadores (cerca de 85%) (DENDROU et al.,
2015). Nesta condicdo, o portador apresenta quadros transitorios de disfuncdo neuroldgica
(surtos), seguidos de periodos de recuperacdao dos sintomas (remissdo). Em muitos casos, o
acumulo de lesdes irreversiveis no SNC durante os surtos e a neurodegeneracdo agravam 0s
sintomas. Como consequéncia, uma ou duas décadas depois do episddio inicial, cerca de 80 %
dos portadores de EM-RR desenvolvem um segundo quadro clinico conhecido como fase
secundaria progressiva (EM-SP). Uma pequena parcela dos portadores de EM vivenciam o
agravamento de sua condicéo clinica desde o episddio inicial da doenca. Nestes casos, ndo sao
observados periodos de remissdo. Esta condigdo é chamada de EM primaria progressiva (EM-
PP) (DENDROU et al., 2015; GRIGORIADIS et al., 2015).

A prevaléncia da EM na populacdo mundial é outro dado preocupante. Segundo o atlas
da esclerose mdltipla de 2013 (BROWNE et al., 2014), o nimero estimado de portadores da
EM passou de 2,1 milhdes em 2008 para 2,3 milhdes de pessoas afetadas mundialmente em

2013. Parte deste aumento foi atribuida a otimizacdo dos métodos diagnoésticos e coleta de
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dados epidemioldgicos. O aumento da expectativa de vida da populacdo em geral e dos
portadores da EM também sdo fatores que, possivelmente, contribuiram para este acréscimo
(BROWNE et al., 2014). Regionalmente, América do Norte e parte da Europa sdo os locais
com maior prevaléncia 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 regido demogréfica do
pais (COMINI-FROTA et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2016).

Atualmente, ndo ha cura para a EM. Os tratamentos disponiveis baseiam-se em drogas
imunossupressoras e imunomoduladoras que interferem ou suprimem 0S mecanismos
envolvidos na resposta autoimune, visando reduzir a frequéncia e a gravidade dos episddios da
doenca na sua forma recorrente-remitente. Entre 0s imunossupressores destacam-se:
azatioprina, ciclosfosfamida, mitoxantrona, methotrexato e ciclosporina. Para o tratamento dos
surtos, utiliza-se a pulsoterapia (administracdo de altas doses de medicamentos por curtos
periodos de tempo) com corticoides sintéticos, sendo a metilprednisolona 0 mais comumente
utilizado. Dentre as drogas imunomoduladoras estdo o interferon-f, acetato de glatiramer,
fingolimod e anticorpos humanizados, como natalizumab que interfere na migracao celular do
sistema circulatério periférico para o SNC, e o alemtuzumab que induz linfopenia através de
citotoxicidade dependente de anticorpos (COCLITU; CONSTANTINESCU; TANASESCU,
2016). A eficacia destas substancias € variavel e depende da resposta e adesdo pelo paciente.
Efeitos colaterais importantes tais como palpitacdes, ansiedade, dispneia, urticaria, sintomas
semelhantes aos da gripe e aparecimento de tumores ou problemas cardiacos, tém sido descritos
(COCLITU et al., 2016; DAMAL etal., 2013; STUVE et al., 2008).

Ate recentemente, ndo existia nenhuma droga aprovada com atuacdo especifica no
tratamento das condi¢des progressivas da EM. Em geral, as terapias disponiveis ndo interferem,
substancialmente, na progressao do dano e da perda neuroaxonal que levam a atrofia do cérebro
observada nos portadores de EM-SP ou -PP. Essa resposta diferencial aos tratamentos reforca
a hipotese de que diferentes mecanismos medeiam as respostas inflamatdrias caracteristicas 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 marco de 2017, a U.S. Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o ocrelizumab como a primeira droga imunomoduladora
indicada para 0 tratamento da EM-PP
<https://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/ucm549325.htm>. @)
ocrelizumab é um anticorpo humanizado especifico para a molécula CD20 que atua sobre 0s
linfocitos B em diferentes estagios de maturacao e poupa células negativas para este marcador,

como plasmacitos produtores de anticorpos. Desse modo, os efeitos benéficos do ocrelizumab



13

parecem estar mais relacionados com a reducdo da producdo de citocinas e da apresentacéo
antigénica pelos linfocitos B do que com alteragfes na producdo de anticorpos patogénicos.
Trés estudos clinicos de fase Ill estavam testando a acdo desta droga e os resultados
demonstraram reducédo na frequéncia anual de recidiva em portadores de EM-RR e reducéo da
progressao clinica e das leses avaliadas por ressonancia magnética em portadores de EM- PP
(HOHLFELD; MEINL, 2017).

A etiologia desta doenca é complexa e pouco entendida. Predisposicdo genética e
fatores ambientais sdo considerados importantes para o inicio e curso da EM (ASCHERIO,
2013; AXISA; HAFLER, 2016; ROTHHAMMER; QUINTANA, 2016). Agentes infecciosos
e seus produtos estdo entre estes fatores externos que podem influenciar o desenvolvimento
desta doenca (GILDEN, 2005; MARRIE, 2004). Por exemplo, grande porcentagem de
pacientes com EM apresenta anticorpos para o virus Epstein-Barr, em alguns estudos chegando
a um percentual de 100 % (LOSSIUS et al., 2012). Outro fator ambiental associado com a
incidéncia de EM é a exposicdo solar que, interessantemente, demonstra uma correlagdo inversa
com a doenca, ou seja, diminuicdo do risco de seu desenvolvimento com uma maior exposi¢do
do individuo a luz do sol (MILO; KAHANA, 2010). Esse efeito tem sido atribuido a acdo da
luz UVB na conversdo da molécula 7-deidrocolesterol, presente nas camadas profundas da
epiderme, em pré-vitamina D3 e, posteriormente, em vitamina Ds. A vitamina D (VitD3) tem
sido implicada como um agente protetor frente as doencas infecciosas como a tuberculose, mas
também nas doencas 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 questdo
a ser desvendada na etiologia da EM. Uma das hip6teses mais aceitas postula a ocorréncia de
ativacdo periférica de linfocitos T autorreativos, possivelmente ocasionada por reacoes
cruzadas de células especificas para peptideos virais ou microbianos (mimetismo molecular),
junto com uma quebra da tolerancia periférica. Estes linfocitos migrariam para o interior do
SNC, junto de outras células como linfocitos B e mondcitos, estabelecendo a neuroinflamacao.
Esta dindmica é observada na encefalomielite autoimune experimental (EAE), modelo
amplamente utilizado para o estudo dos mecanismos imunopatoldgicos envolvidos na EM.
Diferentemente, outra hipotese considera que eventos intrinsecos ao SNC, como infecgdes
virais e traumas, liberariam antigenos sequestrados, desencadeando a neuroinflamacéo,
possivelmente através da apresentagdo destes antigenos a linfocitos circulantes no espago
subaracnoidal ou devido ao escape destes peptideos através dos fluidos drenados do SNC.

Nestes casos, a migracdo de linfocitos T autorreativos aconteceria de forma secundaria. E
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possivel notar que, em ambas as hipdteses, fatores ambientais teriam papel crucial na ativacdo
da resposta autoimune em conjunto com fatores genéticos ligados a quebra da toleréncia
periférica (DENDROU et al., 2015; LASSMANN; BRADL, 2017).

Evidéncias recentes sugerem também que a microbiota intestinal pode contribuir com
as doencas neurologicas, incluindo a EM (TREMLETT et al., 2017). Segundo este conceito que
esta se delineando, um perfil pro-inflamatdrio intestinal associado com o acimulo de linfdcitos
T autorreativos no tecido linfatico do intestino desencadearia, juntamente com fatores genéticos
predisponentes, estas patologias inflamatorias envolvendo o SNC (WEKERLE, 2016). Estudos
mostrando disbiose em pacientes com EM e associagdo entre composi¢cdo da microbiota e
desenvolvimento de EAE d&o suporte a esta possivel correlagdo (GLENN; MOWRY, 2016).

Embora os fendmenos envolvidos na imunopatogénese da EM ndo estejam
completamente elucidados, a importancia da neuroinflamagcdo nesses processos esta
consolidada. Independente de uma ativacdo da resposta autoimune intrinseca ou extrinseca ao
SNC, as células inflamatérias adentram o0s tecidos nervosos através da barreira
hematoencefalica (BHE) ou do fluido encefalorraquidiano no plexo coroide e estabelecem o
infiltrado inflamatdrio no parénguima do 6rgéo e nas regides de leptomeninges (DENDROQOU et
al., 2015). Esta infiltracdo de células inflamatorias nos tecidos do SNC é detectada em todos 0s
estagios e formas clinicas da EM, de modo mais pronunciado na fase aguda ou lesdes ativas e
na EM-RR (FRISCHER et al., 2009). Em especial, nas meninges de pacientes com EM-SP sdo
encontradas estruturas linfoides terciarias formadas por agregados de plasmdcitos, linfécitos B,
T e células dendriticas foliculares. J& nas meninges de pacientes com a forma primaria
progressiva da EM observa-se infiltrado difuso sem a presenca destas estruturas especializadas
(DENDROU et al., 2015; GRIGORIADIS et al., 2015; LASSMANN; BRADL, 2017).

Diversos tipos celulares estdo envolvidos na imunopatogénese da EM e isto fica
evidente quando terapias que afetam leucécitos em geral melhoram a progressao da doenca
(COLES et al., 2006; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2016; LASSMANN; BRADL, 2017).
Andlises de lesdes de EM sugerem que linfocitos T citotoxicos (CD8") e B possuem
proeminentes papeis na neuroinflamacg&o devido a abundancia de linfocitos T CD8* em relagéo
a linfécitos T CD4" ou T auxiliares em lesdes ativas (BABBE et al., 2000; FRISCHER et al.,
2009), bem como de plasmacitos secretando anticorpos em lesdes de pacientes com EM-SP ou
-PP (FRISCHER et al., 2009). O sucesso do tratamento de pacientes com diferentes formas
clinicas da EM com ocrelizumab também reforga a importante participagdo de linfdcitos B na
imunopatogénese da doenca que, neste caso, parece estar mais relacionada com a capacidade

dessas células em apresentar antigenos (HOHLFELD; MEINL, 2017). Isto ndo descarta a
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participacdo de linfocitos T CD4" na imunopatogénese da doenca humana, a qual parece estar
mais envolvida com os processos inflamatorios iniciais (DENDROU et al., 2015;
LASSMANN; BRADL, 2017). Dentre os linfécitos T CD4", estudos principalmente
desenvolvidos com a EAE destacam a importancia de linfécitos Thl e Thl7, subtipos de
linfocitos T auxiliares caracterizados pela produgdo das citocinas IFN-Y e IL-17,
respectivamente (DENDROU et al., 2015; FLETCHER et al., 2010; LEGROUX; ARBOUR,
2015). No entanto, a importancia relativa de cada um destes subtipos de linfocitos e das
citocinas relacionadas € controversa no contexto da EM. Embora a mudanca de perfil destas
subpopulacdes de linfdcitos para um fendtipo Th2 seja considerada como 0 mecanismo protetor
induzido pelo tratamento com IFN-B (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 Thl e Thl7, respectivamente, pode estar
relacionada com uma reduzida participacao destas citocinas e subtipos de linfocitos em estagios
mais tardios da EM (MARTIN, 2008; SEGAL et al., 2008). Contudo, as citocinas IFN-y e IL-
17, juntamente com TNF-a e IL-6, parecem ter papel importante no processo inflamatério e
subsequente degeneracdo axonal, morte dos oligodendrdcitos e disfuncdo neuronal
(DENDROU et al., 2015; FURUZAWA-CARBALLEDA; VARGAS-ROJAS; CABRAL,
2007; SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Além disso, sdo encontradas células CD4* expressando,
concomitantemente, IFN-Y e IL-17, bem como linfécitos T CD8* produtores de IL-17,
principalmente em lesdes ativas, nas quais muitos linfocitos T CD4" também sao positivos para
IL-17 (TZARTOS et al., 2008).

No parénquima do 6rgéo ocorre a ativacdo de microglias e astrdcitos, células residentes
do SNC, as quais, juntamente com os macrofagos, permanecem ativados na fase cronica da
doenca (DENDROU et al., 2015; LASSMANN; BRADL, 2017). Microglias e macrofagos
encontrados no SNC sdo células imunes que compartilham aspectos morfoldgicos e marcadores
moleculares, porém com origens distintas. Em humanos, progenitores mieloides povoam o SNC
durante o desenvolvimento fetal e ddo origem as microglias, encontradas somente nos tecidos
nervosos. Ja os macréfagos encontrados no SNC sédo originados de mondcitos circulantes que
infiltram os tecidos nervosos apos dano tecidual. Como estas células compartilham a expresséo
de alguns marcadores, a identificacdo destes tipos celulares nos tecidos nervosos baseia-se,
rotineiramente, no nivel de expressdo de CD45. Células do sistema imunoldgico infiltrantes no

tecido-alvo expressam altos niveis de CD45, enquanto que microglias sdo CD45',
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Recentemente, foi descoberto o marcador Tmem119, expresso somente em micréglias de
humanos e camundongos (BENNETT, M. L. et al., 2016; DAVIES; MIRON, 2016).

A imunopatogénese da EM também tem sido atribuida a defeitos na atividade funcional
de linfocitos T reguladores (Tregs). Essas células sdo importantes ndo apenas para a
manutencdo da tolerancia periférica, mas também para controlar a autoimunidade 6rgéo-
especifica através da supressao de células T autorreativas (TANG et al., 2004). Alguns trabalhos
tém demonstrado reducdo da frequéncia e da atividade supressora dessas células e de subtipos
especificos, como CD39", em pacientes com EM (PROCACCINI et al., 2015). Estes defeitos
podem estar associados a reduzida frequéncia de Tregs naive circulantes (CD45RA*CD31"),
expanséo insuficiente de Tregs de memdria ou mudanca fenotipica de Tregs para células Thl-like
secretoras de IFN-Y. Além disso, pode haver uma resisténcia das células efetoras aos mecanismos de
supressdo (DENDROU et al., 2015; FLETCHER et al., 2010; HAAS et al., 2005; HUAN et
al., 2005; VENKEN et al., 2008).

Associados aos fendmenos inflamatorios, observam-se reducdo da mielina e dano
axonal com consequente atrofia das substancias branca e cinzenta (GRIGORIADIS et al., 2015;
LASSMANN; BRADL, 2017). Outras caracteristicas histopatologicas classicas da EM incluem
a morte de oligodendrdcitos e presenca de gliose, que se caracteriza por aumento do nimero de
celulas da glia na substancia branca (EDWARDS et al., 2011).

1.2 Encefalomielite autoimune experimental

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é uma doenca inflamatoria
desmielinizante induzida em diferentes vertebrados através da sensibilizacdo com antigenos
provenientes do SNC emulsificados em adjuvante completo de Freund (CFA). Em
camundongos, para que a doenca se desenvolva €, geralmente, necessaria a inoculacdo de toxina
pertussis. Dentre os possiveis efeitos desta toxina estdo a inibicdo da anergia periférica,
supressdo da atividade das Tregs, inducdo de IL-6 e IL-1p 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 transferéncia adotiva de linfdcitos
especificos para antigenos do SNC de um animal doador para um receptor. No entanto, mesmo
nestes casos, a sensibilizacéo ativa é etapa fundamental, uma vez que é por meio dela que 0s
linfécitos encefalitogénicos que serdo transferidos de um animal doador para um receptor seréo
estimulados a proliferar (KAWAKAMI et al., 2012; LASSMANN; BRADL, 2017).
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Devido as semelhangas com a patogénese da EM, a EAE tem sido considerada um
modelo experimental da doenca humana. No entanto, nenhum protocolo de inducdo da EAE
consegue reproduzir integralmente os fendmenos observados na EM e as caracteristicas clinicas
e moleculares do modelo variam de acordo com o protocolo de sensibilizacdo e com as
caracteristicas genéticas do animal utilizado (PROCACCINI et al., 2015). Embora seja uma
desvantagem néo reproduzir integralmente os fenémenos observados na EM, a diversidade de
quadros clinicos que podem ser gerados através da inducdo 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 acessivel de tecido nervoso afetado, um desafio no estudo da EM, o
qual é principalmente baseado em bidpsias e imagens de ressonancia magnética (FLETCHER
et al.,, 2010; LASSMANN; BRADL, 2017; PROCACCINI et al., 2015). Protocolos de
sensibilizacdo ativa envolvendo camundongos, ratos, cobaias ou primatas geram inflamacéo e
placas de desmielinizacdo, as quais podem ser primérias semelhantes as observadas nas lesfes
da EM, ou secundarias devido a degeneracdo axonal (LASSMANN; BRADL, 2017). Dentre
estes, a imunizacdo de camundongos com peptideo da glicoproteina de mielina de
oligodendrocitos (MOGas.ss) emulsificados em CFA, associada a inoculagdo de toxina
pertussis, constitui um dos modelos mais utilizados, principalmente para estudos dos
mecanismos moleculares, da participacao de diferentes células imunes e também para testes de
terapias imunomoduladoras ou imunossupressoras (LASSMANN; BRADL, 2017;
PROCACCINI et al., 2015). Este protocolo de inducdo da EAE gera uma doenca inflamatéria
aguda ou crénica na medula espinhal mediada principalmente por linfcitos T auxiliares com a
participacdo de linfocitos T citotoxicos. Clinicamente é caracterizada por alteragdes motoras
que podem levar a paraplegia dos animais. Histopatologicamente, observa-se presenca de
infiltrado inflamatério mononuclear e degeneracdo axonal com desmielinizacéo,
principalmente secundaria, alteracdes que sao mais evidentes na medula espinhal do que nos
tecidos cerebrais (LASSMANN; BRADL, 2017). Outros modelos envolvendo indugéo passiva,
toxinas, infec¢bes virais e animais transgénicos que expressam moléculas humanas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou que, sob determinadas condicdes,
desenvolvem espontaneamente a EAE devido a presenca de receptores nos linfécitos T que
reconhecem antigenos cerebrais, também séo desenvolvidos de acordo com os objetivos do
estudo (FLETCHER et al., 2010; LASSMANN; BRADL, 2017).

Como citado, a resposta inflamatoria induzida na EAE é principalmente mediada por
linfocitos T auxiliares especificos para o antigeno utilizado na sensibilizagdo (CHENG et al.,

2017; FLETCHER etal., 2010). Este aspecto esta possivelmente relacionado com as diferencas
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clinicas e histopatoldgicas observadas em relacdo a EM, na qual linfocitos T citotdxicos e B,
além de macrofagos, parecem desenvolver papéis mais contundentes na imunopatogénese da
doenca humana (LASSMANN; BRADL, 2017). Em relacdo a EAE, estudos acerca da
participacdo de linfocitos T citotoxicos e B sdo menos numerosos que aqueles direcionados aos
linfocitos T auxiliares e modelos de indugdo da EAE direcionados para o estudo destas células
séo escassos (LASSMANN; BRADL, 2017).

Estudos envolvendo transferéncia adotiva de clones Thl especificos destacam a
importancia destas células e das citocinas pré-inflamatorias IFN-y e TNF-a 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 transcri¢do relacionado com a diferenciacdo de
linfécitos Thl, imunizados com MOG foram resistentes ao desenvolvimento da EAE
(BETTELLI et al., 2004). Neste contexto, células Thl7 também parecem desempenhar um
papel critico na patogénese da EAE, principalmente nos eventos patoldgicos 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 participacdo
destas células na ruptura da BHE e na dinamica de infiltracdo de células T, a qual ocorre quando
existe predominancia de células Th17 em relacdo as Thl (HUPPERT et al., 2010; MURPHY
et al., 2010; WOJKOWSKA et al., 2014). O fato de células Th17 especificas para mielina
também determinarem o desenvolvimento de EAE por transferéncia adotiva de células
comprovam também sua participacdo na EAE (FLETCHER et al., 2010; KOMIYAMA et al.,
2006; MURPHY et al., 2010; ROSTAMI; CIRIC, 2013).

Apos a ativagdo periférica dos linfocitos Th autorreativos, estas células migram através
do sistema circulatorio para regides intimamente ligadas ao SNC, como as meninges, antes de
adentrarem o parénquima do tecido. Tem sido proposto um modelo de 2 etapas para explicar a
entrada de linfocitos autorreativos no SNC. Inicialmente, estas células adentrariam o plexo
coroide, regido altamente vascularizada localizada nos ventriculos e responsavel pela produgéo
do liquido encefalorraquidiano. Nesta regido alguns linfocitos autorreativos adentrariam o
parénquima do plexo coroide através de capilares fenestrados e, subsequentemente atingiriam
o liquido encefalorraquidiano e o espaco subaracnoidal através das células epiteliais (LOPES
PINHEIRO et al., 2016). Neste percurso os linfocitos seriam reestimulados por células imunes
residentes como células dendriticas (DCs) e mastocitos (LOPES PINHEIRO et al., 2016;
WALKER-CAULFIELD; HATFIELD; BROWN, 2015). Posteriormente ocorreria entdo a
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segunda etapa na qual a inflamacdo nas meninges causada pela liberagdo de mediadores na
regido 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 circulatério e o0 SNC
garantindo a homeostase dos tecidos e 6rgaos deste sistema através de uma alta seletividade em
relacdo ao transporte de substancias e células para 0 SNC. Esta estrutura é composta por células
endoteliais especializadas, pericitos e astrocitos que interagem entre si e com outras células
residentes do SNC como neurdnios e células da imunidade, como os mastocitos, através de
diversas moléculas e sistemas enziméticos para garantir o controle deste transporte (BANKS,
2016; VARATHARAJ; GALEA, 2017). A inflamacdo é um processo capaz de afetar a funcéo
normal da BHE, promovendo um aumento da permeabilidade desta estrutura. Como citado, esta
quebra da funcdo da BHE é um importante evento na imunopatogénese da EM e da EAE
(LOPES PINHEIRO et al., 2016; SCHENK; DE VRIES, 2016). A atracdo de neutrofilos
através da producdo de TNF-a por mastocitos e a liberagdo de mediadores, enzimas e espécies
reativas do oxigénio por estas células € um exemplo de mecanismo de quebra da BHE que foi
observado na imunopatogénese da EAE (CHRISTY et al., 2013; RODRIGUES; GRANGER,
2015).

No parénquima do SNC, os linfocitos autorreativos e macrofagos infiltrantes interagem
com células residentes, como as micréglias, oligodendrécitos e neurbnios, estimulando a
neuroinflamacdo e causando desmielinizacdo priméaria ou secundaria e dano neuroaxonal
(CHENG et al., 2017; FLETCHER et al., 2010; WALKER-CAULFIELD et al., 2015).

1.3 Mastdcitos: aspectos gerais e participacdo na EM/EAE

Inicialmente, acreditava-se que 0s mastocitos eram importantes somente nas reacoes
alérgicas e como gatilho dos fenbmenos vasculares da inflamacdo. Entretanto, a participacdo
destas células nas infeccbes e doencas autoimunes vem sendo ressaltada (BROWN;
HATFIELD, 2012; TAYLOR; METCALFE, 2001). Os mastocitos estdo amplamente
distribuidos no organismo, inclusive no SNC, principalmente proximo das meninges e da BHE
(NELISSEN et al., 2013; SILVER; CURLEY, 2013). Estas células possuem grande
plasticidade fenotipica, adequando-se ao ambiente e, desta forma, sendo distinguidas em
subpopulacdes devido a sua localizagdo ou ao contetido de seus granulos intracitoplasmaticos
(MOON et al., 2010; SILVER; CURLEY, 2013).

No contexto da presente pesquisa, inumeras evidéncias relacionadas & acdo dos

mastocitos sobre componentes do SNC e regulacdo da resposta imune embasam 0s estudos
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sobre sua participagcdo na patogénese da EM/EAE (CONTI; KEMPURAJ, 2016). Tem sido
descrito que diversos mediadores estocados nos granulos ou sintetizados de novo pelos
mastocitos possuem atividade sobre o SNC (NELISSEN et al., 2013; SILVER; CURLEY,
2013). Histamina, TNF-a, IL-6 e fator de crescimento neural sdo exemplos destes mediadores
que causam, entre outros efeitos, modulacdo da permeabilidade da BHE, recrutamento de
neutrdfilos, regulacdo da atividade microglial e promocdo de sobrevivéncia e diferenciacdo de
neurdnios (COSTANZA; COLOMBO; PEDOTTI, 2012; NELISSEN et al., 2013; SILVER;
CURLEY, 2013). Esses mediadores podem atuar nas células do SNC através de sua liberacdo
por desgranulacdo ou pelo fendmeno denominado transgranulacao (transferéncia dos granulos
por emissdo de pseuddpodos que se ligam na membrana da célula adjacente). A transgranulagédo
tem sido descrita como responsavel pela presenca de mediadores de mastocitos no citoplasma
de neurdnios (NELISSEN et al.,, 2013; WILHELM; SILVER; SILVERMAN, 2005).
Especificamente com relacdo a histamina, estudo recente demonstrou a acao regulatdria deste
mediador sobre as respostas de células T, a produgéo de citocinas por células apresentadoras de
antigenos, a permeabilidade da BHE e a atividade de Tregs (SALIGRAMA et al., 2013).
Evidéncias também sugerem uma participacdo direta dos mastdcitos na degradacao da mielina
(AMOR; WOODROOFE, 2014; KARAGKOUNI; ALEVIZOS; THEOHARIDES, 2013).

Com relacdo a modulagdo local da resposta imune, mastdcitos produzem IL-23, TGF-3
e IL-6, importantes para o desenvolvimento das respostas Thl7 (CHEN, G.; SHANNON,
2013), além da IL-12, essencial para a diferenciacédo de linfécitos Thl (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 antigenos (APC),
mastécitos também poderiam reativar localmente linfécitos que migraram para regides
importantes na patogénese da EAE, como meninges e parénquima do SNC, através da interacdo
celular direta (BROWN; HATFIELD, 2012; MOON et al., 2010; SILVER; CURLEY, 2013).
Dentre as moléculas participantes destas interacdes e expressas em mastocitos estdo ICAM-1
(CD54), ICOS-L, PD-L1, PD-L2, OX40L, CD153, Fas, CD40L, CD80, CD86, MHC de classe
| e Il (HERSHKO; RIVERA, 2010). Considerando este potencial inflamatério dos mastécitos,
estudos focando a participacao destas células na EM/EAE vém sendo desenvolvidos.

Grande parte das evidéncias cientificas apontam para uma participagdo ativa na
patogénese destas doencas, enquanto que poucos estudos reportam auséncia de participacéo dos
mastocitos ou atuagdo protetora/reguladora dos processos inflamatorios e de lesdo no SNC
(BENNETT, J. L. etal., 2009; CONTI; KEMPURAJ, 2016; ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2016;
NELISSEN et al., 2013). A presenca de mastdcitos nas lesdes de pacientes com EM ja vem
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sendo descrita, bem como seu aumento proximo aos sitios de inflamagéo desmielinizante em
pacientes com EM e em roedores com EAE. Foram também observados niveis elevados de
triptase e histamina no fluido cérebro-espinhal de pacientes com EM (BROWN; HATFIELD,
2012; WALKER; HATFIELD; BROWN, 2012). Nas lesbes de EAE em roedores, foram
detectados aumento da desgranulacdo de mastdcitos e elevados niveis de suas proteases
(SILVER; CURLEY, 2013). De fato, a interagdo entre mastocitos e linfocitos na EAE parece
causar a proliferacdo local de linfécitos 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 reducéo da gravidade da EAE, o que foi associado com inativacdo de rotas
secretoras de mastocitos via eixo OX40/0OX40L e supressdo da migracdo destas células para o
SNC através da diminuicdo da expressdo de CCL2/CCR2, V-CAM-1 e PECAM-1 (HONG et
al., 2013). Experimentos envolvendo camundongos knockout para mastocitos demonstraram,
em sua maioria, uma diminuicdo da gravidade da doenca, a qual pode ser restabelecida pelo
repovoamento seletivo com mastocitos gerados a partir de células-tronco medulares (SILVER,;
CURLEY, 2013).

Evidéncias recentes sugerem uma participacéo relevante dos mediadores produzidos por
estas células nos fendmenos iniciais da patogénese da EAE. A liberacdo de TNF-a por
mastdcitos presentes nas meninges parece ser fundamental para o recrutamento de neutrofilos,
0s quais induzem a permeabilizacdo da BHE (CHRISTY etal., 2013; WALKER-CAULFIELD
et al., 2015). Outras evidéncias indicam que a IL-1B produzida de maneira dependente de
caspase-1 por mastdcitos residentes nas meninges de animais com EAE induz a expressao de
GM-CSF em linfécitos T autorreativos, condi¢do que foi associada com a capacidade dos
linfécitos adentrarem o SNC. Neste mesmo estudo, os autores destacam que a co-localizacao
de mastdcitos e linfdcitos T foi observada em lesdes de portadores de EM em fase aguda. Este
aspecto sugere uma possivel interacdo entre estas células na doenca humana (RUSSI,
WALKER-CAULFIELD; GUOQ; et al., 2016).

Substéancias inibidoras de atividade dos mastdcitos também tém mostrado acdo sobre
sinais clinicos da EAE ou eventos neuroinflamatérios, e podem representar estratégias
terapéuticas em processos inflamatdrios com atuacédo evidente destas células (COSTANZA et
al., 2012; DIMITRIADOU; PANG; THEOHARIDES, 2000). A administragéo de proxicrimil
3 dias apos a inducdo da EAE por transferéncia adotiva preveniu o aparecimento dos sinais
clinicos (DIETSCH; HINRICHS, 1989). Em outro estudo, o tratamento oral com hidroxizina
reduziu a gravidade da EAE (DIMITRIADOU et al., 2000). A injecdo de cromoglicato de sodio



22

no hipotalamo foi capaz de inibir a ativagdo da microglia induzida pela inocula¢do do composto
48/80, um secretagogo com acao sobre mastocitos, e reduziu a producdo de citocinas (DONG
et al., 2017). Outro exemplo deriva de um modelo de isquemia cerebral focal, no qual a
administracdo intraventricular de cromoglicato de sddio reduziu a quebra da BHE, o edema
cerebral e a infiltracdo de neutréfilos no SNC (MCKITTRICK; LAWRENCE; CARSWELL,
2015).

Entre as drogas que possuem atividade sobre mastocitos, o fumarato de cetotifeno
(cetotifeno), comumente empregado no tratamento de doencas alérgicas humanas, € uma droga
anti-histaminica de segunda geragdo e um forte estabilizador de mastdcitos (BABA et al., 2016;
FINN; WALSH, 2013; KABRA et al., 2000; WADE; BIELORY; RUDNER, 2012). Através
da prevencdo da deformacdo da membrana plasmatica e do influxo de célcio, o cetotifeno inibe
a degranulacdo de mastdcitos, bem como a exocitose de mediadores produzidos de novo. Além
disso, esta droga exibe acdo antifosfatildiesterase, impedindo a sintese de prostaglandinas e
leucotrienos (BABA et al., 2016; CRAPS; NEY, 1984; MONUMENT et al., 2015; WADE et
al., 2012). Efeitos sobre outros fenbmenos e tipos celulares ndo podem ser descartados. A agédo
do cetotifeno sobre diferentes mecanismos inflamatorios e tipos celulares foi pouco estudada.
Em alguns relatos, ndo é possivel afirmar se alteracdes causadas por esta droga decorreram de
um efeito direto nos mecanismos estudados ou indireto através da modulacdo de mastdcitos.
Hui e Yu em 1986, demonstraram que o cetotifeno induz aumento dos niveis de AMP ciclico
em linfocitos e relacionaram este fenémeno com o efeito profilatico observado na asma. Por
outro lado, doses de até 10uM de cetotifeno ndo afetaram a proliferacdo e migragdo de linfocitos
T e a produgéo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a e IFN-Y por estas células (HUI; YU, 1987).
Em macréfagos também ndo foram observadas alteracbes dependentes do cetotifeno na
producédo de IL-6 e TNF-a (NORI et al., 2003). Snyman e colaboradores (1992) observaram
diminuicdo de infiltrado de basofilos, eosinofilos e linfocitos na pele de pacientes atdpicos
tratados com cetotifeno (SNYMAN et al., 1992). Efeito protetor do cetotifeno também foi
observado em um modelo de enterocolite (POTHOULAKIS et al., 1993). Reducdo da
inflamacdo do epitélio e necrose foram associados com diminuicdo da secre¢do de mediadores
por mastocitos e neutrdfilos: leucotrienos, fator ativador de plaqueta e protease 4 de mastécitos
(POTHOULAKIS et al., 1993). Em células tumorais, o cetotifeno afetou a migracao e a invaséao
in vitro, e suprimiu a expressao de moléculas envolvidas com estes fendmenos (CDC42, Rac e
Rho) (KIM, H. J. et al., 2014). In vivo, observou-se que o tratamento com cetotifeno de ratos
com céancer de mama logo apos a indugdo da neoplasia reduziu os indices de proliferacéo
tumoral e de apoptose (FAUSTINO-ROCHA et al., 2017). Drogas estabilizadoras de
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mastdcitos, como o préprio cetotifeno, tém sido consideradas para o tratamento de doencas
metabdlicas como a obesidade e diabetes (WANG et al., 2011).

1.4 Racional cientifico

Nos Ultimos anos, a EM tem sido a segunda doenca autoimune mais abordada em artigos
publicados em inglés no PUBMED (SELMI, 2013) e sua prevaléncia na populacdo mundial é
uma das maiores entre as doencas que acometem o SNC (BROWNE et al., 2014). Grande parte
de nosso conhecimento sobre a EM deriva de estudos feitos com a EAE. A patogénese de ambas
envolve um processo inflamatério de origem autoimune, no qual os mastocitos, células
altamente relacionadas com fendbmenos inflamatorios e vasculares, e consideradas um elo entre
as respostas imunes inata e adaptativa, podem estar envolvidos. Considerando que a inibicédo
da exocitose e a consequente reducdo de mediadores produzidos pelos mastdcitos poderia afetar
os fendmenos imunolégicos e vasculares envolvidos neste processo, drogas estabilizadoras de
mastdcitos como o cetotifeno poderiam controlar em parte o processo inflamatério associado a

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

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da droga estabilizadora de mastocitos fumarato de cetotifeno no

desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar o efeito do tratamento com fumarato de cetotifeno sobre o
desenvolvimento clinico da EAE (peso e escore clinico).

b) Investigar o efeito do tratamento com fumarato de cetotifeno nos parametros
imunoldgicos periféricos associados ao desenvolvimento da EAE (subpopulacGes celulares e
producdo de citocinas)

c) Investigar o efeito do tratamento com fumarato de cetotifeno nas alteragdes causadas
pela EAE no sistema nervoso (caracteristicas histopatoldgicas, subpopulacdes celulares e
producdo de citocinas)

d) Investigar o efeito do tratamento com fumarato de cetotifeno na funcéo da barreira

hematoencefalica em animais com EAE



Wetoriais © metodos
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3 MATERIAIS & METODOS

3.1 Animais e inducéo de EAE

Camundongos C57BL/6, fémeas, com idade de 5 a 6 semanas foram adquiridos do
biotério Geral da Prefeitura do Campus USP de Ribeirdo Preto (PUSP-RP). Os animais foram
mantidos e aclimatados no biotério Central da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP)
ou no biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB-UNESP). Em ambos os locais, os animais foram acondicionados em
microisoladores situados em sala climatizada (21-23°C), sob regimes fotoperiddicos de 12
horas, com alimentac&o e 4gua ad libitum. Os experimentos foram conduzidos no laboratério
de vacinas e imunomodulacdo do Departamento de Microbiologia e Imunologia (IBB-UNESP)
de acordo com as especificacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do IBB-
UNESP (CEUA) e do Comité de Etica da FOB-USP (CEEPA) (processo CEUA n° 638 e
processo CEEPA n° 19/2014 — anexos A e B, respectivamente).

Para a maioria das avaliacbes descritas a seguir, os animais foram divididos em 3
grupos:

1- Grupo EAE: animais submetidos a indugdo da doenca, sem tratamento;

2- Grupo EAE/Ceto: animais submetidos a indugdo da doenca e tratados
diariamente com cetotifeno (doses intraperitoneais (ip.) de 0,4 mg/kg, Sigma Aldrich, cat. n°
K26280) (KIM, M. S. et al., 2013) a partir do 7° dia ap6s a inducdo da EAE, durante 11 dias
(figura 1).

3- Grupo CTRL: animais saudaveis, ou seja, ndo submetidos a indugdo da doenca
e nem ao tratamento com cetotifeno.

* As comparacdes realizadas neste estudo estao principalmente relacionadas aos grupos
EAE e EAE/Ceto. Quando considerados relevantes os resultados do grupo CTRL foram

incluidos e discutidos.

Os animais dos grupos EAE e EAE/Ceto foram imunizados com 150 pg de MOG
(Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein 35-55 — Genemed Synthesis Inc., Texas, EUA) em 50
puL de Adjuvante Completo de Freund (Sigma-Aldrich Corp., Missouri, EUA) contendo
Mycobacterium tuberculosis (4 mg/mL) via subcutanea no dorso. A emulsdo foi feita com
auxilio de 2 seringas de vidro e a consisténcia e a coesdo da emulsao foram avaliadas colocando

uma pequena amostra sobre dgua gelada em béquer. No dia da imunizagdo e 48 horas ap0s
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foram administrados 250 ng de toxina pertussis (PTX, Sigma-Aldrich Corp., Missouri, EUA)
em 200 pL de PBS via ip. por animal.

3.2 Avaliacao clinica da EAE
Os animais foram diariamente avaliados quanto ao peso corporal e o escore clinico a
partir do dia 10 da inducdo até o dia 18 (figura 1). Os diferentes escores clinicos foram

determinados pelo grau de paralisia segundo os critérios definidos na tabela 1.

INDUCAO
—
MOG/CFA +
PTX
1 3 7 10 11 18
| | l | | | «—
| | | | | |
| 4 Escore clinico (diario) J
]
\ Peso corporal (diario)
I Eutanasia
Ensaio de BHE Histopatologia
Parametros imunolégicos

Figura 1. Linha temporal ilustrativa dos procedimentos de inducdo da EAE, tratamento com
cetotifeno, avaliagdo dos parémetros clinicos, histopatologicos e imunologicos. Os animais dos
grupos EAE e EAE/Ceto foram imunizados e inoculados com a 12 dose de toxina pertussis no dia 1. No
dia 3 foi inoculada a 22 dose de toxina. As avaliagdes de peso corporal foram realizadas diariamente
desde o inicio do protocolo experimental. Ja o escore clinico foi avaliado diariamente a partir do 10° dia
apos a inducao. No dia 18 os animais foram eutanasiados para realizagdo dos diferentes ensaios (MOG-
glicoproteina da mielina de oligodendrécitos; CFA — adjuvante completo de Freund; PTX — toxina

pertussis).

Tabela 1. Determinagao do escore clinico da EAE com base em alteragcGes motoras.

Escore clinico Alteracfes motoras

0 Normal

1 Cauda frouxa

2 Paraparesia moderada, perda da tonicidade do movimento do quadril

3 Paralisia parcial dos membros posteriores

4 Paraplegia

. Tetraplegia ou paraplegia com fragueza pronunciada dos membros anteriores/
morte
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3.3 Coleta do soro, SNC e 6rgéos linfoides secundarios

Dezoito dias ap6s a imunizagdo, os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina e realizada a puncdo cardiaca para coleta do sangue, separacdo do soro e quantificacao
de citocinas séricas por Cytometric Beads Array-CBA. Baco e linfonodos inguinais e braquiais
foram retirados e armazenados em microtubos contendo meio RPMI refrigerado. Em seguida,
os camundongos foram dispostos em decubito ventral e realizadas incisfes caudal-craniais para
retirada dos segmentos lombar e toracico da medula, bem como do cérebro para avaliagdes

posteriores.

3.4 Anélise histopatoldgica

O segmento lombar da medula dos animais dos 3 grupos experimentais foi fixado em
formalina tamponada 10% e submetido a rotina histotécnica de inclusdo em “paraplast plus”
(McCormick Comp., Maryland, EUA) e emblocamento. As amostras foram entdo cortadas em
micrétomo (RM2245, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) e os cortes (5um de espessura)
foram dispostos sobre laminas de vidro, as quais foram coradas com hematoxilina e eosina
(H&E) (tabela 2). A andlise da presencga de infiltrado inflamatério (IF) foi realizada em
microscopio optico (Axiolab, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com objetiva de 10x e as
imagens foram adquiridas por meio de cdmera digital acoplada ao microscopio. Uma andlise
semi-quantitativa, adaptada de Soellner e colaboradores (2013), foi realizada com base na
classificacdo do infiltrado inflamatério de acordo com a presenca de células inflamatorias,

localizag&o e intensidade (tabela 3).

Tabela 2. Procedimento empregado para coloragédo de laminas histologicas por H&E.

Etapa Procedimento

Desparafinizagdo | Dois banhos em xilol (20 minutos, cada).

Reidratacéo Alcool absoluto, 95° e 70°, e lavagem em &gua.

Hematoxilina (15 minutos), lavagem em &gua corrente (10 minutos) e passagem
Coloragéo em diferenciador.

Eosina (7 minutos) e lavagem em agua.

Desidratacdo Alcoois crescentes (70°, 95° e absoluto) e em alcool absoluto + xilol (50%).

Diafanizacéo Banhos em xilol I, Il e 1.
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Tabela 3. Classificacdo do infiltrado inflamatério (IF) nos cortes histolégicos de medula

Escore Descrigdo

0 Auséncia de IF (semelhanga com controle negativo)

+ Leve IF na periferia do 6rgéo

++ Focos de IF na periferia do 6rgdo

+++ IF moderado a intenso na periferia e infiltracdo no parénquima do 6rgédo

3.5 Obtencéo de células de bago, linfonodos e SNC

Baco e linfonodos inguinais e braquiais foram macerados com auxilio de émbolo de
seringa sobre peneiras de nylon (cell strainers) com poros de 70 um. A suspenséo celular obtida
foi centrifugada a 400xg por 5 minutos a 4°C e o botéo celular ressuspenso em meio RPMI para
mais uma centrifugacdo. Ao final, as células foram ressuspensas em meio RPMI Completo (1%
de piruvato de sodio, 1% de aminoacidos ndo-essenciais, 10% de soro bovino fetal (SBF), 2%
de L-glutamina e 1% de gentamicina). Nas amostras oriundas do bago as heméacias foram
lisadas por incubacdo em tampdo contendo cloreto de amonio (NH4CI).

Cérebro e medula cervical/torécica obtidos como descrito anteriormente foram
processados para obtencdo de células mononucleares. Para isto, os 6rgdos foram cortados em
pequenos pedacos e incubados em placa de Petri contendo 3 ml de meio de cultura e 1 ml de
colagenase D (Roche, Mannheim, Germany) (2,5mg/ml de meio de cultura) por 45 minutos em
estufa de CO2 a 37°C. Em seguida, as amostras foram maceradas em cell strainers e
centrifugadas a 450xg por 15 minutos a 4°C. O botéo celular foi ressuspenso em Percoll a 30%
e a suspenséo obtida foi acomodada sobre 4 ml de Percoll a 70% para centrifugacéo (950xg por
20 minutos a 4°C). O halo de células mononucleares foi coletado e transferido para tubos de
15ml contendo meio de cultura gelado. Apds centrifugacdo (450xg por 10 minutos a 4°C) o
botdo celular foi ressuspenso em 1 ml de meio de cultura.

Para as avaliacbes de producédo de citocinas e citometria de fluxo, as amostras das
células foram diluidas em solucdo de Turk e contadas considerando a morfologia de linfocitos

(célula pequena com nucleo arredondado e citoplasma escasso).

3.6 Producdo de citocinas por células de baco e linfonodos
As células foram distribuidas em placas de 48 pogos na densidade de 5 x 10%/mL e
reestimuladas com MOG na concentracdo de 20 pg/mL. Quarenta e oito horas apos, o

sobrenadante foi coletado e armazenado para dosagens de citocinas por ELISA. A quantificagdo
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de citocinas por ELISA foi realizada segundo instrucdes dos fabricantes dos kits de dosagem
BD Biosciences (California, USA) para IFN-y, IL-2 e IL-10; e R&D Systems (Minnesota, USA)
para TNF-a, IL-6 e IL-17. Os resultados foram obtidos através de leitor de absorbancia (Bio-
Tek Instruments, Vermont, USA) a 490 nm.

3.7 Quantificacao de subpopulac¢des de linfdcitos T, células dendriticas, micrdglia e
mastdcitos por citometria de fluxo

As células foram coletadas como descrito anteriormente e as hemacias foram lisadas
com tampdo contendo NH4CI. As amostras de cada animal (1x10° células) foram incubadas
com os anticorpos de marcacdo extracelular correspondentes ao painel de cada tipo celular
(tabela 4) por 30 minutos, no escuro e a 4°C. Nas amostras para identificacdo de linfocitos
Tregs, apos retirada do excesso dos anticorpos por centrifugacdo, o botdo celular foi
ressuspenso em tampdo de permeabilizacdo (30 minutos a 4°C), lavado e incubado com o
anticorpo de marcacéo intracelular anti-Foxp3-PE (0,2 pg) por 30 minutos a 4°C. Por fim, as
células foram fixadas com paraformaldeido 1%. Em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton
Dickinson, California, USA) foram adquiridos 100.000 eventos para a quantificacdo de
linfocitos, micrdglia e mastdcitos, e 300.000 eventos para células dendriticas. A analise dos
resultados foi realizada através do software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA). Os layouts de
andlise das subpopulagdes celulares sdo mostrados nas figuras 4, 7, 14, 16 e 20.



Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados para identificacdo de linfécitos T auxiliares, citotoxicos,
Tregs, células dendriticas (DCs) e mastdcitos.
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Tipo celular Anticorpos utilizados Clones Quantidade
Anti-CD45-PeCy7 30-F11 0,06 ug
Linfécitos T auxiliares e citotoxicos Anti-CD3-PerCPCy5.5 145-2C11 0.2 g
Anti-CD8-PE 53-6.7 0,05 ug
Anti-CD4-FITC GK1.5 0,6 g
Anti-CD3-PercPCy5.5 145-2C11 0,1 ug
Anti-CD4-FITC GK1.5 0,6 g
Linfécitos Tregs Anti-CD25-APC PC61.5 0,25 g
Anti-Foxp3-PE
(Intracelular) FIK-16s 0.2 ug
Anti-F4/80-PerCPCy5.5 BM8 0,1 Hg
Anti-CD11c-FITC N418 0,25 ug
DCs Anti-MHCII-APC MS/114.15.2 | 0,03 pug
Anti-CD86-PE GL1 0,125 ug
Anti-PD-L1-PECy7 MIH5 0,1 pg
Anti-CD45-PECy7 30-F11 0,06 ng
Microglia Anti-CD11b—PerCP M1/70 0,2 ug
Anti-MHCII-APC MS/114.15.2 0,03 ng
Anti-CD45-APC 30-F11 0,06 ug
Mastécitos Anti-CD117-FITC 2B8 0,25 ug
Anti-FceRI-PECy7 MAR-1 0,06 pg

*Todos os anticorpos foram adquiridos da eBiosciences
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3.8 Niveis de expresséo de transcritos relacionados as subpopulacdes de linfocitos T
auxiliares, mastocitos e IDO em linfonodos e/ou medula espinhal por RT-PCR

Células obtidas de linfonodos inguinais ou medulas lombares de animais dos grupos
CTRL, EAE e EAE/Ceto foram armazenadas em criotubos a - 80°C para analise da expressdo
de diferentes transcritos (Tabela 5) pelo método de RT-PCR em tempo real.

Para a extracdo de RNA, linfonodos (células) ou medula espinhal foram macerados em
300 pL de reagente Trizol (Life Technologies, California, USA). Apos completar o volume de
Trizol para 1 mL e adicionar 250 uL de cloroférmio, a amostra foi vigorosamente agitada em
vortex por 10 segundos e, em seguida, deixada no gelo por 10 minutos. Apés este periodo, a
amostra foi centrifugada a 12.000g por 15 minutos (4°C), a fase aquosa transferida para um
novo tubo e 500 pL de isopropanol gelado foram adicionados. As amostras foram agitadas no
vortex por 10 segundos, incubadas a -20°C por 20 minutos e centrifugadas novamente para
remocao dos sobrenadantes, cuidadosamente. Os pellets foram lavados 2 vezes com etanol 95%
por centrifugacdo a 12.000g por 5 minutos (4°C) e, em seguida, 0s criotubos foram deixados
em temperatura ambiente para secagem dos pellets. Em seguida, as amostras foram
ressuspendidas em agua livre de nucleases (20-35 pL) e a quantificagdo de RNA foi realizada
utilizando o equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Boston, USA). A pureza do RNA
extraido foi baseada na razdo das absorbancias medidas nos comprimentos de onda 260 e 280
nm; os valores proximos de 2.0 foram considerados aceitaveis. A sintese de cDNA fita simples
foi realizada a partir de 200 ng de RNA extraido, utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, California, USA). Para cada 10 uL de RNA total foram
adicionados 2 pl de 10x RT-Buffer, 0,8 pl de 25x dNTP a 100 mM, 2 ul de 10x RT-Random
Primers, 1 ul de Multiscribe Reverse Transcriptase, 1 ul de inibidor de RNase e 3,2 ul de dgua
livre de nucleases. A reacdo foi incubada em termociclador por 10 minutos a 25°C, e em
seguida, submetida a 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e finalizada a 4°C. Aliquotas
de 5 puL de ¢cDNA (diluido 20 vezes) foram submetidas a reacdo de PCR em tempo real
utilizando-se 6,25 uL. de TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies, California,
USA), 0,625 pL de agua livre de nucleases e 0,625 pL de cada primer, nas seguintes condigoes:
50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos mais 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Nas reacfes de PCR em tempo real para deteccdo dos transcritos especificos de
mastocitos (WERNERSSON; PEJLER, 2014) (Cmal, CPA3 e mMCP4) foi utilizado o dobro

destes componentes.
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Tabela 5. Primers utilizados na quantificacdo de transcritos em amostras de linfonodos inguinais (LN)
ou de medula espinhal (Md) por RT-PCR.

Primers Descricéo do alvo Amostra
NM_008084.2 Niveis foram utilizados para as analises comparativas LN/ Md
(GAPDH)
Mm00450960_m1 Fator de transcri¢do que regula a diferenciacao de linfdcitos LN/ Md
(Thx21/ T-bet) Th1 e controla a expressdo de IFN-Y
Mm00484683_m1 Fator de transcricdo que regula a diferenciagdo de linfécitos LN/ Md
(GATA-3) Th2 e a producdo de IL-4, IL-5 e IL-13
Mm01261022_m1 Receptor nuclear requerido na diferenciagdo de linfocitos LN/ Md
(RORC/ROR-Yt) Th1l7
Mm00475162_m1 Fator de transcrigdo que controla o desenvolvimento de LN/ Md
(Foxp3) linfocitos Treg
Mm00492590_m1 Enzima que participa do catabolismo do triptofano relacionada | LN
(IDO) com a inducdo de tolerancia imunoldgica
Mm00487638_m1 Quimase (CMA1 ou mMCP-5) estocada nos granulos de Md
(Cmal) . . . .

mastdcitos murinos com agéo elastase-like
Mm00483940_m1 Carboxipeptidase do tipo A3 (Cpa-3) estocada nos granulos de | Md
(CPA3) . . . o .

mastdcitos murinos relacionada com a inativagéo de peptideos

toxicos
Mm00487636_g1 Quimase (MMCP-4) estocada nos granulos de mastdcitos Md
(MMCP4) : : . :

murinos relacionada com a degradacéo da matriz extracelular

e peptideos; geracdo de peptideos vasoativos
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3.9 Ensaio de barreira hematoencefalica

A avaliacdo da permeabilidade da BHE foi realizada com base no protocolo descrito por
Christy e colaboradores (2013). No 11° dia ap6s a inducdo da EAE, animais dos grupos CTRL,
EAE e EAE/Ceto foram inoculados via ip. com 100 pL de fluoresceina sodica 10% (NaFlu —
Sigma Aldrich). Ap6s 20 minutos, os animais foram anestesiados e o sangue retirado por puncao
cardiaca com seringa heparinizada. Em seguida, os animais foram perfundidos com 10 mL de
solucéo salina 0,9% e o cérebro e medula espinhal dissecados e pesados em microtubos com
pesos conhecidos. Nos microtubos, os 6rgdos foram macerados com pistilo na presenca de
400uL de salina 0,9% e centrifugados, junto dos microtubos contendo o sangue puncionado, a
86009, 22° C por 10 minutos. Sobrenadantes e plasma foram recolhidos (100 pL) e colocados
em duplicatas em placa preta de 96 pocos. Pocos contendo somente salina 0,9% foram
utilizados como branco. A leitura das amostras foi realizada em fluorimetro Synergy 4, Biotek
Instruments com emisséo/excitacdo de 485/528 e sensibilidade em 35. Os resultados obtidos na
leitura foram expressos em unidades relativas de fluorescéncia (RFU).

Para avaliar a incorporacdo de Naflu na medula espinhal ou no cérebro de cada animal

foi realizado o seguinte célculo:

(Média RFU da amostra / Peso do 6rgéo)

Incorporacéo de Naflu =
(Média RFU do plasma / Volume do sangue extraido)
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3.10 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e teste de Levene. Dados que geraram valor de p>0,05 no teste de normalidade foram
considerados parametricos e foram expressos como média + desvio padréo (SD) dos valores ou
porcentagens obtidas para cada grupo. J& os dados ndo-paramétricos (p<0,05 no teste de
normalidade) foram representados e analisados pelas medianas, 1° e 3° quartis. Incidéncias da
EAE e de infiltrado inflamatorio no SNC foram comparadas através de qui-quadrado ou teste
de Fischer. Nas comparagfes de escore clinico empregou-se o teste de Mann-Whitney por
tratar-se da comparacdo de variaveis qualitativas ordinais de dois grupos ndo-pareados. Nas
avaliacdes por pares de variaveis quantitativas ndo-pareadas foram empregados os testes T e
Mann-Whitney para dados paramétricos e ndo-paramétricos, respectivamente. Quando estas
avaliacdes envolveram mais de 2 grupos, empregou-se o teste ANOVA one-way, uma vez que
os dados apresentaram distribuicdo normal. Para a comparagdo de dados ndo-paramétricos de
3 grupos ndo-pareados foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

Em todas as anélises estatisticas o nivel de confianca aplicado foi de 95% (p<0.05).
Foram utilizados o0s seguintes softwares para as analises estatisticas e composi¢do dos graficos:
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, California), SigmaPlot 12.0 (Systat, San Jose,
California) e Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma).
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento clinico da EAE

O tratamento com cetotifeno no periodo subclinico da EAE modificou o curso desta
doenca. Esta modificacdo foi constatada a partir de comparagfes estatisticas entre dados
referentes a incidéncia, escore clinico e peso corpéreo dos animais. Um dos parametros
alterados foi a incidéncia da doenca. Ao final da fase aguda da encefalomielite, cerca de 84 %
dos animais do grupo EAE apresentaram sintomatologia caracteristica da doenca. Em grande
parte destes individuos (74 %), o aparecimento dos sinais clinicos ocorreu entre os dias 11 e
14. Comparando-se os dados de incidéncia entre os grupos EAE e EAE/Ceto atraves do teste
de qui-quadrado ou teste de Fischer (p<0,05), notou-se uma reducéo significativa da incidéncia
da doenca no grupo tratado ja a partir do 12° dia apos a inducdo. Ao final da fase aguda da
doenga, somente 27 % dos animais do grupo EAE/Ceto apresentaram alteragdes motoras.
Metade destes poucos animais doentes s6 manifestaram os sinais clinicos tardiamente, isto €,
por volta de 16 a 18 dias (tabela 6).

As alteracbes no desenvolvimento da EAE associadas ao tratamento também
foram evidenciadas nas comparacdes entre os dados de escore clinico. Constatou-se uma
reducdo significativa da gravidade da doenca quando foram comparados os escores médios
diarios (figura 2A) e os escores maximos registrados durante a fase aguda da doenca (figura
2B). O tratamento com cetotifeno também preveniu a perda de peso causada pela doenca. Os
animais do grupo EAE/Ceto tiveram uma variacdo de peso semelhante a observada nos animais
saudaveis (grupo CTRL) e significativamente menor que a observada nos animais do grupo
EAE (figura 2C).

Nas comparacdes envolvendo somente animais doentes de ambos 0s grupos, as
diferencas nos escores diarios e escores maximos também evidenciaram o efeito protetor
determinado pelo tratamento com cetotifeno (figura 3). Ao final das avalia¢des (dia 18), 50%
dos animais doentes do grupo EAE apresentavam escores 4 ou 5 (paraplegia acompanhada ou
ndo de fraqueza dos membros anteriores) e 37,5 % apresentavam escores 2 ou 3 (paraparesia
moderada ou paralisia parcial dos membros posteriores). Dos animais tratados com cetotifeno
que desenvolveram a doenca, 50% apresentavam apenas o0 aspecto de cauda frouxa (escore 1)
e 33,3 % atingiram os escore 2 ou 3. Ainda neste grupo, somente 1 animal apresentou
paraplegia, chegando ao escore 4, 0 que ocorreu durante o protocolo experimental em que todos

animais do grupo EAE atingiram o escore 5.
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Tabela 6. Efeito do cetotifeno na incidéncia didria da EAE durante a fase aguda da doenca. Percentuais

obtidos a partir do nimero de animais doentes dentre o total de animais imunizados para cada grupo (n).

Comparacao efetuada por meio do teste estatistico qui-quadrado ou teste de Fischer (nivel de confianga: 95%).

NUmero total de animais resultou de 4 experimentos independentes realizados.

Dia ap6s a Incidéncia diéria (%)
indugao 1 | 12 13 14 15 16 17 18
Grupo
[0) 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
EAE (n=19) 16% | 47% | 58% | 74% | 74% | 74% | 79% | 84%
0% | 45% | 9% | 14%° | 14%° | 18%' | 18% | 27%°

EAE/Ceto (n= 22)

*Comparacao pelo teste de Fischer. p=0,002; "p=0,003; °p<0,001; 9p=0,001.
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Figura 2. Efeito do cetotifeno em parametros clinicos da EAE. Camundongos C57BL/6 fémeas foram
submetidos a inducdo de EAE e tratados com cetotifeno a partir do 7° dia. O escore clinico e o peso corpéreo dos
animais foram avaliados diariamente. Os dados de escores clinicos diarios dos animais dos grupos EAE (n=19) e
EAE/Ceto (n=22) (A) e os escores clinicos maximos atingidos (B) foram comparados pelo teste de Mann-Whitney
(*p<0,01). Comparagdo do peso corpéreo diario (C- p<0,01, teste ANOVA one-way) e da variacdo de peso
corpdreo (teste de Kruskal-Wallis) também foram realizadas (D), incluindo os dados do grupo CTRL (n=19).

Dados obtidos de 4 experimentos independentes.
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Figura 3. Efeito do cetotifeno sobre a gravidade da EAE. Comparacéao dos escores clinicos diarios (A) e do
escore clinico maximo (B) dos animais doentes dos grupos EAE (n=16) e EAE/Ceto (n=6). Dados obtidos de 4

experimentos independentes (teste de Mann-Whitney, *p<0,05).
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4.2 Resposta imune periférica

Estd bem estabelecido que o desenvolvimento da EAE € precedido por alteracdes
acentuadas na resposta imune periférica, em especial envolvendo linfocitos T, células
dendriticas e producdo de citocinas. Neste sentido, investigamos se a auséncia de sintomas
clinicos na maioria dos animais tratados com cetotifeno estava associada com inibicdo de

algumas destas alteragdes.

a. Subpopulacbes de linfocitos

O layout da analise das subpopulacdes de linfécitos por citometria de fluxo estd
explicitado na figura 4.

Avaliacdes do numero de células com morfologia linfocitaria nas fases pré-clinica e
aguda da EAE indicaram que apés 18 dias da inducdo da EAE o numero de células com
morfologia linfocitaria nos linfonodos de animais do grupo EAE/Ceto é significativamente
maior que o observado nos 6rgdos correspondentes do grupo néo tratado (grupo EAE). Na fase
pré-clinica da doenca ndo foram detectadas diferencas entre os grupos (figura 5A). Durante a
disseccao foi constatado que, apds 18 dias, estes orgaos linfoides estavam macroscopicamente
aumentados nos animais do grupo EAE/Ceto (dados ndo mostrados).

A composicéo linfocitéria dos linfonodos foi avaliada através de citometria de fluxo.
Esta analise indicou que o grupo EAE/Ceto possui menor percentual de linfécitos T (CD3%)
(figura 5B) e percentuais semelhantes de linfocitos T auxiliares (CD3*CD4*) e Tregs
(CD3*CD4*CD25"Foxp3*) (figuras 5C e 5D, respectivamente). Para fazermos uma avaliacio
aproximada do numero total de linfécitos T, T auxiliares e Tregs presentes nos linfonodos,
calculamos um nimero estimado multiplicando-se os percentuais médios de cada tipo celular e
os valores médios obtidos pela contagem de células com morfologia linfocitaria dos linfonodos
dos grupos EAE e EAE/Ceto. A comparacdo dos dados obtidos demonstrou que 0s himeros
estimados para o grupo EAE/Ceto foram significativamente maiores que 0os nimeros estimados
para o grupo EAE, independentemente do tipo celular (figuras 5E, 5F e 5G).

A avaliacdo das diferentes subpopulag¢fes de linfocitos T obtidos destes linfonodos,
baseada na analise da expressdo de T-bet, GATA-3, ROR-Yt ¢ Foxp3 indicou participacdo
similar dos mesmos nos dois grupos experimentais (figuras 6A e 6B). O célculo da razéo entre
T-bet e GATA-3 (Thl/Th2) e entre Foxp3 e ROR-Yt (Treg/Th17) também indicou
similaridades entre os grupos EAE e EAE/Ceto (figuras 6C e 6D).
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Figura 4. Layout da andlise de linfocitos T totais (CD3*), T auxiliares (CD4"), T reguladores (CD25"dh
Foxp3*) em linfonodos inguinais e braquiais dos grupos EAE e EAE/Ceto. A figura mostra a comparagéo das
gates na andlise de células sem marcacGes com anticorpos (ndo-marcado) e de células marcadas com anti-CD3-
PerCP, anti-CD4-FITC, anti-CD25-APC e anti-Foxp3-PE (quadros a esquerda e a direita de cada subitem,
respectivamente). Em (A) células individualizadas (singlets) estdo delimitadas. Em (B) esta a circunscri¢do da
populacdo com tamanho e granulosidade de linfécitos (gate Lymphocytes). Em (C), (D) e (E), respectivamente,
verifica-se a delimitacio (gates) das células positivas para os marcadores CD3, CD4 e CD25"9" Foxp3. Eventos
(100.000) adquiridos em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e anlises
realizadas no software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA).
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Figura 5. Efeito do cetotifeno em parametros celulares dos linfonodos. O nimero total de células com
morfologia linfocitaria tipica obtidas dos linfonodos dos animais dos grupos EAE (n=5) e EAE/Ceto (n=6) foi
comparado através do teste de Mann-Whitney em cada dia avaliado (A). Os percentuais de células CD3* (B),
CD3*CD4" (C) e CD3*CD4*CD25*Foxp3* (D) foram avaliados apés 18 dias de inducdo da EAE e comparados
por meio do teste T. Um nUmero estimado de células positivas para cada marcador foi calculado a partir do seu
percentual de células positivas sobre o nimero de células com morfologia linfocitaria para cada grupo e comparado
por meio do teste T (E-G). Os eventos (100.000) foram adquiridos em citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton
Dickinson, California, USA) e analisados no software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA).
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Figura 6. Efeito do cetotifeno na expressdo de genes (MRNA) associados as subpopulagdes de linfocitos T.
Expressdo dos transcritos (MRNA) T-bet, GATA-3, ROR-Yt e Foxp3 foram analisados por RT-PCR em amostras
de linfonodos inguinais de animais dos grupos EAE (A) e EAE/Ceto (B). Comparagdes dos célculos da razéo entre
T-bet e GATA-3 (C) e entre Foxp3 e ROR-Yt (D) também foram realizadas. Analises feitas a partir de amostras
de 4 animais de cada grupo avaliado. Os niveis de expressdo de mMRNA foram representados pelos valores de 2724,
Como calibradores da reagdo foram utilizados os valores obtidos da andlise de células de linfonodos inguinais de

camundongos saudaveis (grupo CTRL). Comparagdes estatisticas realizadas através de ANOVA one-way (A- p=
0,025 e B—p<0,001) e teste T (C e D).
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b. Células dendriticas

O layout da analise das DCs por citometria de fluxo esta explicitado na figura 7.

A relevancia das DCs na imunopatogénese da EAE é amplamente evidenciada pela
literatura. Através desta metodologia constatamos, inicialmente, que o percentual de células
DCs (F4/80°CD11c") nos linfonodos inguinais e braquiais de animais do grupo EAE/Ceto foi
significativamente maior que o observado nas amostras correspondentes do grupo EAE e do
grupo CTRL (figura 8A). Avaliamos, entdo, os percentuais destas células que expressavam 0s
marcadores MHCII, CD86 e PD-L1. O percentual de células F4/80° CD11c" expressando
MHCII foi maior nas amostras provenientes de animais do grupo EAE/Ceto (figura 8B).
Diferentemente, o percentual de células F4/80- CD11c" expressando PD-L1 nestas amostras foi
menor que o observado no grupo EAE (figura 8D). A intensidade de expressdo das moléculas
MHCII, CD86 e PD-L1 na superficie das células dendriticas também foi avaliada e os
resultados observados estéo ilustrados nas figuras 8E, 8F e 8G, respectivamente. A alteracéo
mais evidente constatada foi a expresséo significativamente menor de PD-L1 nos animais do
grupo EAE/Ceto (figura 8G).

Através de RT-PCR contatamos que os linfonodos dos animais dos grupos EAE e

EAE/Ceto expressam niveis similares IDO (MRNA) (figura 9).
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Figura 7. Layout da analise de células dendriticas (F4/80-CD11c*) em linfonodos inguinais e braquiais dos
grupos EAE e EAE/Ceto. Comparagdo das gates na analise de células sem marca¢fes com anticorpos (nao-
marcado) e de células marcadas com anti-F4/80-PerCPCy5.5, anti-CD11c-FITC, anti-MHCII-APC, anti-CD86-
PE e anti-PDL-1-PECy7 (quadros a esquerda e a direita de cada subitem, respectivamente). Em (A) estd a
delimitacdo de células individualizadas (singlets). Em (B) esta a circunscricdo da populacdo com tamanho e
granulosidade correspondentes as células dendriticas (gate DCs). Em (C), células que ndo expressam a molécula
F4/80 foram selecionadas pela gate, a fim de excluir macréfagos da andlise. Em (D), observa-se a selecdo de
células CD11c* dentro da gate de células F4/80", as quais foram consideradas como células dendriticas (DCs). Em
(E), (F) e (G), respectivamente, estdo demonstrados os parametros utilizados para as analises de porcentagem de
DCs que expressavam as moléculas MHCII, CD86 ou PD-L1. Destes parametros também derivaram os dados
acerca da intensidade de expressdo dessas moléculas (MFI) na superficie celular. Eventos (300.000) adquiridos
em citdbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e analises realizadas no software
FlowJo (TreeStar, Oregon, USA).
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Figura 8. Expressdo de marcadores de superficie em células dendriticas (DCs) oriundas de linfonodos dos
grupos EAE e EAE/Ceto. Os percentuais de DCs (F4/80°CD11c") presentes nos linfonodos dos animais do grupo
EAE (n=3), EAE/Ceto (n=6) e CTRL (n=6) foram comparados por meio do teste ANOVA one-way (*p=0,0044)
(A). Comparacgdo dos percentuais de DCs expressando MHCII (B), CD86 (C) e PD-L1 (D), bem como a
intensidade da expressao destes marcadores (E-G). Teste de Mann-Whitney foi aplicado em (B, Ce G) e teste T
em (D-F). Os eventos (300.000) foram adquiridos em citémetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson,
California, USA) e andlises realizadas no software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA).
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Figura 9. Efeito do cetotifeno na expressdo de IDO em linfonodos. Comparacao da expressdo de IDO
obtida por RT-PCR em linfonodos inguinais e braquiais de animais dos grupos EAE e EAE/Ceto.
Anélise estatistica realizada por meio de teste T (4 animais por grupo). Os niveis de expressao de mMRNA
foram representados pelos valores de 224, Como calibradores da reacdo foram utilizados os valores
obtidos de células de linfonodos inguinais de camundongos saudaveis (grupo CTRL).
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c. Producéo de citocinas

Outro parametro imunoldgico importante na imunopatogénese da EAE é a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias frente ao antigeno especifico. Nesse sentido, 0s
resultados indicam que células oriundas de 6rgdos linfoides secundarios de animais do grupo
EAE/Ceto podem estar mais ativadas.

Comparando-se a producéo in vitro de citocinas por células dos linfonodos estimuladas
com MOG dos 3 grupos experimentais avaliados notou-se niveis significativamente maiores de
TNF-a (p= 0,04), IL-6 (p= 0,008), IFN-Y (p=0,02) e IL-17 (p= 0,003) nas culturas de células
dos animais do grupo EAE/Ceto em relagdo ao grupo CTRL. Com relagdo ao grupo EAE, a
producdo destas citocinas foi em geral menor que a observada no grupo EAE/Ceto. Entre as
citocinas com potencial anti-inflamatério na doenca (IL-5 e IL-10) ndo foram observadas
diferencas nos niveis de producéo entre os grupos avaliados (figura 10).

Niveis aumentados de IL-6 (p= 0,01), IL-17 (p< 0,0001) e IL-10 (p= 0,013) foram
detectados nas culturas de células esplénicas estimuladas com MOG dos animais EAE/Ceto em
comparacdo aos grupos CTRL e EAE. O grupo EAE/Ceto também diferiu de modo
estatisticamente significativo do grupo CTRL na analise de producéo de IL-5 por estas células
(p= 0,016). Com relacdo a producdo de TNF-a e IFN-Y por células esplénicas, detectou-se
niveis significativamente maiores nas culturas dos grupos EAE e EAE/Ceto em relacdo ao
grupo CTRL (p= 0,0007 e p= 0,0002, respectivamente) (figura 11).

Os niveis séricos de citocinas também podem contribuir para o entendimento dos
fendmenos imunopatoldgicos da EAE. Nestas avaliacdes detectou-se menor nivel sérico de IL-
6 no soro de animais do grupo EAE/Ceto e CTRL com relacdo ao grupo EAE (p= 0,049). Na
andlise dos niveis séricos de IFN-Y observou-se diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos EAE e CTRL (p= 0,014) e uma tendéncia de menores niveis desta citocinas no soro
de animais do grupo EAE/Ceto em relacdo ao grupo EAE. Os nivel séricos de TNF-a, IL-17,

IL-4 e IL-10 foram semelhantes entre os grupos (figura 12).
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Figura 10. Efeito do cetotifeno na producao de citocinas por células de linfonodos. Células dos linfonodos
inguinais e braquiais foram reestimuladas in vitro com MOG por 48 horas e as citocinas dosadas nos sobrenadantes
por ELISA. Comparacdo dos niveis de TNF-a realizadas através do teste ANOVA one-way (p=0,04) e de IL-6
(p=0,008), IFN-Y (p=0,02), IL-17 (p=0,003), IL-5 e IL-10 por meio do teste de Kruskal-Wallis. Dados obtidos a
partir de 3 experimentos independentes. Simbolos diferentes representam significancia estatistica entre 0s grupos.
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Figura 11. Efeito do cetotifeno na producéo de citocinas por células esplénicas. Células esplénicas foram
reestimuladas in vitro com MOG por 48 horas e as citocinas dosadas nos sobrenadantes por ELISA. Comparacéo
dos niveis de TNF-o (p=0,0007), IL-6 (p=0,01), IFN-Y (p=0,0002), IL-17 (p<0,0001) e IL-10 (p=0,01) realizadas
através do teste ANOVA one-way e de IL-5 (p=0,02) por meio do teste de Kruskal-Wallis. Dados obtidos a partir
de 3 experimentos independentes. Simbolos diferentes representam significancia estatistica entre os grupos.
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Figura 12. Efeito do tratamento com cetotifeno no nivel de citocinas séricas. Comparagao dos niveis de TNF-
a (p=0,05), IL-6 (p=0,049) e IL-4 realizadas através do teste ANOVA one-way e de IFN-Y (p=0,01), IL-17 e IL-
10 por meio do teste de Kruskal-Wallis. Dados obtidos do soro de 5 animais dos grupos CTRL e EAE, e de 6
animais do grupo EAE/Ceto. Simbolos diferentes representam significancia estatistica entre os grupos.
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4.3 Alterages no sistema nervoso central

a. Anédlise histopatoldgica

A analise histopatoldgica do SNC, em especial do segmento lombar da medula espinhal,
€ um parametro classicamente utilizado como indicativo da gravidade do processo inflamatério
autoimune. Como esperado e ilustrado na figura 13, a morfologia desta porgdo da medula
espinhal estava totalmente preservada nos animais normais (grupo CTRL). Neste caso
observamos substancia branca localizada externamente, a qual contem células da glia e axénios
mielinizados, com aspecto rendilhado, devido a retirada da mielina durante o processamento
histotécnico, formando espagos negativos. A substancia cinzenta, em forma de H e contendo
corpos dos neurdnios e células gliais, também pbde ser observada na por¢éo central do tecido.
Também foram observados vasos sanguineos cortados transversalmente no parénquima do
Orgdo e na regido das leptomeninges.

A andlise histopatoldgica deste segmento nos animais com EAE confirmou a presenca
de infiltrado inflamat6rio mononuclear, de moderado a acentuado, na periferia do tecido. Em
alguns cortes também constatamos infiltrado inflamatério no parénquima do 6rgao (figura 13).
Como a administracdo de cetotifeno determinou uma dréstica reducao na incidéncia da EAE
(27% de incidéncia em comparagdo com 84% de incidéncia nos animais do grupo EAE),
analisamos, separadamente, o infiltrado inflamatério nos animais sadios e doentes do grupo
EAE/Ceto. Os resultados observados no grupo EAE/Ceto sadios também estdo ilustrados na
figura 13 e indicam que estes animais ndo apresentam infiltrado inflamatorio no SNC. Por
outro lado, os animais do grupo EAE/Ceto que desenvolveram a doenca, apesar de serem em
namero reduzido, apresentaram um processo inflamatorio similar ao observado no grupo EAE
(figura 13).

Os infiltrados inflamatdrios foram avaliados semi-quantitativamente e revelaram
diferencas significativas. Nesta analise, o0 grupo EAE apresentou escore significativamente
maior que o observado nos grupos CTRL e EAE/Ceto (figura 13D). Comparando-se 0S grupos
EAE e o grupo EAE/Ceto integralmente (sem doenca e doentes), também foi detectada
diferenca (figura 13E).
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Figura 13. Fotomicrografias de cortes histolégicos da medula espinhal. O segmento lombar da medula espinhal
de animais dos grupos CTRL (n=5), EAE (n=8) e EAE/Ceto (n=10) foi analisado através de cortes histoldgicos
transversais corados com hematoxilina/eosina. S&o mostrados aumentos finais de 40x (A), 100x (B) e 400x (C).
Os escores dos infiltrados inflamatdrios foram comparados através do teste de Kruskall-Wallis (p= 0,002) entre os
grupos CTRL, EAE e EAE/Ceto (animais tratados com cetotifeno com e sem escore clinico foram analisados
separadamente) (D). A comparacédo dos escores de infiltrado inflamatério envolvendo somente os grupos EAE e
EAE/Ceto total (sem doenga e doentes) foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (E). Simbolos diferentes
representam significancia estatistica entre os grupos.
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b. Ativacdo da microglia

E descrito que a micrdglia contribui para a inflamagéo e o dano axonal que ocorrem na
EM e EAE. O layout da analise das microglias € mostrado na figura 14. Detectamos percentual
similar de microglias totais (células CD45°“CD11b*) e microglias ativadas
(CD45'°"CD11b*MHCII*) nos cérebros de animais dos grupos EAE e EAE/Ceto (figuras 15A
e 15B). No entanto, a intensidade de expressdo da molécula MHC |1 é significativamente menor

nas células oriundas dos cérebros de animais do grupo EAE/Ceto (figura 15C).
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Figura 14. Layout da analise de microglias ativadas em células eluidas do SNC de animais dos grupos EAE
e EAE/Ceto. A figura mostra a comparagdo das gates na analise de células sem marcacgdes e de células marcadas
com anti-CD45-PECy7, anti-CD11b—PerCP e anti-MHCII-APC. Em (A) observa-se a delimitagdo de células
individualizadas (singlets). Em (B) esta a circunscri¢do da populacdo através do tamanho e granulosidade (gate
R1). Da populacdo R1 foram separadas as células CD45"9" e CD45'" (C). Em (D) foram delimitadas as gates das
células CD45'"" positivas para o marcador CD11b (micrdglias totais) e em (E) estdo representados os pardmetros
para analise de microglias ativadas (CD45'°“CD11b* MHCII*). Eventos (100.000) adquiridos em citdmetro de
fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e analises realizadas no software FlowJo (TreeStar,

Oregon, USA).
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Figura 15. Efeito do cetotifeno sobre o nimero total de células da micrdglia e expressdo de MHCII. Os
percentuais de micréglias (CD45"°"CD11b*) nos cérebros dos animais do grupo CTRL (n=3), EAE (n=3),
EAE/Ceto (n=3) foram comparados (A). Nos animais submetidos a EAE, comparou-se também os percentuais de
micrdglias ativadas (CD45""CD11b*MHCII*) (B) e a intensidade de expressio deste marcador (C). Comparagio
estatistica por meio do teste Kruskal-Wallis (A) e teste T (B e C). Eventos (100.000) foram adquiridos em

citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e analises realizadas no software FlowJo
(TreeStar, Oregon, USA).
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c. Subpopulagdes de linfécitos

Para esclarecer as alteragdes detectadas no infiltrado inflamatorio observado na anélise
histopatolégica do SNC, linfocitos T foram quantificados por citometria e a expresséao de fatores
de transcricao/ receptores nucleares relacionados com subpopulac@es de linfocitos T analisada
por RT-PCR. O layout da andlise de linfocitos oriundos do SNC por citometria de fluxo esta
esclarecido na figura 16.

A comparacao do namero de células com morfologia linfocitaria tipica demonstrou que
0s cérebros dos animais do grupo EAE possuem, em média, duas vezes mais células que os
cérebros dos animais do grupo EAE/Ceto. Os valores médios obtidos foram de 229500 e 98000,
respectivamente (figura 17A). A analise por citometria de fluxo demonstrou que o cérebro dos
animais do grupo EAE/Ceto possuem percentuais significativamente menores de células
imunes infiltrantes (CD45") e de linfécitos T (CD45"CD3*) que suas contrapartes do grupo
EAE (figura 17B e 17C). Em relacdo aos percentuais de linfocitos T auxiliares
(CD45"CD3*CD4%) e T citotoxicos (CD45"CD3*CD8"), os grupos ndo apresentaram
diferencas significativas (figuras 17D e 17E), embora, interessantemente, os percentuais de
linfécitos T citotoxicos obtidos de animais imunizados e tratados tenderem a ser maiores que
aqueles obtidos do grupo EAE. O nimero estimado de cada tipo celular avaliado foi calculado
conforme realizado nas andlises de subpopulacées de linfécitos nos linfonodos (subitem 4.2a).
Nas comparacgBes destes dados, observou-se que, em relagdo as células imunes infiltrantes
(CD45M), linfécitos T (CD45"CD3") e T auxiliares (CD45"CD3*CD4"), os nlimeros estimados
para o0 grupo EAE/Ceto foram significativamente menores que 0s nimeros estimados para o
grupo EAE (figuras 17F, 17G e 17H).

A expressédo dos transcritos (MRNA) T-bet, GATA-3, ROR-Yt e Foxp3 nas amostras
de medula de cada grupo experimental (EAE e EAE/Ceto) confirmam as diferencas
relacionadas com a presenca de infiltrado inflamatdério nos SNC dos animais dos diferentes
grupos (figuras 18A e 18B, respectivamente). A expressdo dos mMRNA T-bet e GATA-3 foi
significativamente menor na medula espinhal de animais do grupo EAE/Ceto em relagéo aos
dados obtidos do grupo EAE (figuras 18C e 18D, respectivamente). Ja a expressdo de ROR-
Yt foi similar (figura 18F). A comparacao dos dados de Foxp3 dos grupos EAE e EAE/Ceto
resultou num valor de p= 0,0589, sugerindo que a analise de mais amostras pode resultar em
diferenca significativa entre estes dados (figura 18G). Os valores obtidos pela divisdo de T-
bet/GATA-3 e Foxp3/ROR-Yt, 0s quais representam o balanco entre as respostas Th1/Th2 e
Treg/Th17, também evidenciaram diferengas no infiltrado inflamatdrio presente nas medulas

dos animais do grupo EAE e EAE/Ceto (figuras 18E e 18H, respectivamente).
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Figura 16. Layout da anélise de linfécitos T totais (CD3"), T auxiliares (CD4*) e T citotéxicos (CD8*) em
células eluidas do SNC de animais dos grupos EAE e EAE/Ceto. A figura mostra a comparagdo das gates na
andlise de células sem marcaces e de células marcadas com anti-CD45-PeCy7, anti-CD3-PerCP, anti-CD4-FITC
e anti-CD8-PE. Em (A) observa-se a delimitagéo de células individualizadas (singlets). Em (B) esta a circunscricéo
da populag&o através do tamanho e granulosidade (gate G1). Da populagdo G1 foram separadas as células CD45"d
e CD45" (C). Em (D) foram delimitadas as gates das células CD45"9" positivas para 0 marcador CD3 (T totais)
e em (E) estdo representados os parametros para analise de células CD4* (T auxiliares) e CD8* (T citotdxicos).
Eventos (100.000) adquiridos em citdbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e
analises realizadas no software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA).
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Figura 18. Efeito do cetotifeno na expressao de genes (MRNA) associados as subpopulagdes de linfocitos T.
Os perfis de expressdo dos transcritos (MRNA) T-bet, GATA-3, ROR-Yt e Foxp3 foram analisados por RT-PCR
em amostras de medula espinhal de animais dos grupos EAE (A) e EAE/Ceto (B). Comparacdes entre estes grupos
também foram realizadas em relagéo a: expresséo de T-bet (C), GATA-3 (D) e da razéo obtida destes dados (E);
expressdo de ROR-Yt (F), Foxp3 (G) e da razdo obtidas destes dados (H). Andlises realizadas com amostras de 6
animais do grupo EAE e 5 animais do grupo EAE/Ceto. Os niveis de expressdo de mRNA foram representados
pelos valores de 2724%, Como calibradores da reagdo foram utilizados os valores obtidos da analise de células de
linfonodos inguinais de camundongos saudaveis (grupo CTRL). Comparagdes estatisticas realizadas através dos
testes de Kruskal-Wallis (A— *p= 0,0002), ANOVA one-way (B), Mann-Whitney (C, D, E, F e H) e teste T (G).
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d. Alteragéo de permeabilidade da barreira hematoencefélica

A alteracdo da permeabilidade da BHE é um fendmeno fundamental para a entrada de
células autorreativas no SNC. Nesse sentido, a manutencdo da seletividade desta estrutura
poderia resultar na auséncia de infiltrado inflamatorio no SNC, observada em grande parte dos
animais imunizados e tratados com cetotifeno. Nossos resultados demonstraram que
incorporagdo do corante fluorescente NaFlu foi significativamente maior no SNC (medula
espinhal e cérebro) dos animais do grupo EAE em relacéo ao observado nos grupos EAE/Ceto
e CTRL (figura 19A). As diferencas observadas entre os grupos EAE e EAE/Ceto foram mais
contundentes na medula espinhal que no cérebro (figura 19B e 19C, respectivamente). Estes
dados indicam que o tratamento com cetotifeno previne ou reverte a alteracdo de barreira

hematoencefalica caracteristica do desenvolvimento da EAE.
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Figura 19. Efeito do cetotifeno sobre a fungdo da barreira hematoencefalica. Onze dias ap6s a indugdo de
EAE, animais dos grupos EAE (n=8) e EAE/Ceto (n=9), bem como animais saudaveis de mesma idade (grupo
CTRL, n=3) foram submetidos ao ensaio de incorporacdo de NaFlu no SNC (medula espinhal e cérebro). Dados
do SNC (*p= 0,0035) (A), medula espinhal (*p=0,025) (B) e cérebro (4p= 0,025) (C) dos grupos CTRL, EAE e

EAE/Ceto foram comparados por meio do teste estatistico ANOVA one-way.
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e. Expressdo de enzimas estocadas nos granulos de mastocitos

Percentuais similares de mastdcitos (CD45"CD117*FceRI") foram encontrados nas
amostras de SNC dos grupos EAE, EAE/Ceto e CTRL (Figura 20A). A expressdo de transcritos
de proteases especificas de mastdcitos foi avaliada em amostras de medula espinhal de animais
dos grupos EAE e EAE/Ceto apds 18 dias da inducdo da EAE. Nas comparagGes destes dados
detectou-se que animais que sofreram a inducdo da EAE e foram tratados com cetotifeno
expressam significativamente menos CMA1 e CPA3 em sua medula espinhal que animais do

grupo EAE. Importante reducdo de mMCP4 também pode ser verificada (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito do cetotifeno na populacdo de mastdcitos no SNC e na expressdao génica (MRNA) de
proteases estocadas em seus granulos. A porcentagem de mastocitos (células CD45*CD117*FceRI*) presentes
nas amostras de SNC de animais dos grupos EAE (n=3), EAE/Ceto (n=3) e CTRL (n=3) foi avaliada por citometria
de fluxo segundo o layout demonstrado na figura e comparada pelo teste de Kruskal-Wallis (A). Os eventos
(100.000) foram adquiridos em citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, California, USA) e
analisados no software FlowJo (TreeStar, Oregon, USA). A expressdo dos transcritos (NRNA) CMAL, CPA3 e
mMCP4 foi analisada por RT-PCR em amostras de medula espinhal de animais dos grupos EAE e EAE/Ceto e
comparadas estatisticamente através do teste T (B). Analises realizadas com amostras de 5 animais de cada grupo
avaliado. Os niveis de expressdo de mRNA foram representados pelos valores de 2=, Como calibradores da
reacao foram utilizados os valores obtidos da andlise de células de linfonodos inguinais de camundongos saudaveis
(grupo CTRL).
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5 DISCUSSAO

Considerando gque os mastocitos podem liberar inGmeros mediadores vasoativos e pro-
inflamatdrios e que evidéncias sugerem que estas células podem contribuir com a gravidade de
doencas inflamatdrias, incluindo a EM (YU; KASPRICK; PETERSEN, 2015), investigamos o
efeito do fumarato de cetotifeno (estabilizador de mastdcitos) no desenvolvimento da EAE.
Para isto, induzimos EAE em camundongos C57BL/6 fémeas com MOG/CFA na presenca de
toxina pertussis e tratamos os animais diariamente com cetotifeno a partir do 7° dia apos a
inducdo da doenca.

Os parametros clinicos avaliados (peso e escore) indicaram de forma contundente que o
cetotifeno protegeu os animais. Esta protecdo se caracterizou por baixa incidéncia da doenca,
uma vez que somente 27 % dos animais tratados desenvolveram sintomas clinicos em
comparagdo com 84 % do grupo EAE. Mesmo nos animais do grupo tratado que desenvolveram
a doenga, a mesma foi de menor gravidade. Um efeito protetor similar tem sido descrito para
este medicamento em outras patologias experimentais inflamatorias tais como gota (HSU et al.,
2016), rinite (LAl et al., 2002) e diabetes (CHEN, Z. et al., 2017; EL-HAGGAR; FARRAG;
KOTKATA, 2015). Entre as doengas autoimunes e seus modelos, efeitos benéficos associados
ao cetotifeno foram descritos na uveite autoimune experimental (DE KOZAK et al., 1983) e na
tireoidite autoimune (KARAAYVAZ et al., 2002). Este €, portanto, o primeiro relato do efeito
protetor do cetotifeno em modelo experimental de EM.

A opcdo por iniciar o tratamento a partir do 7° dia foi baseada na proposicao de que
neste periodo a resposta autoimune ja teria sido montada, o que € também confirmado pela
literatura (MURPHY et al., 2010). De fato, foram detectadas alteracBes imunoldgicas
caracteristicas da imunopatogénese da EAE nos 6rgaos linfoides periféricos dos animais do
grupo EAE/Ceto. Entretanto, apesar do cetotifeno nao ter impedido a montagem da resposta
imune, a andlise destes parametros indicou que o tratamento afetou as caracteristicas desta
resposta. De forma geral e ndo esperada, apos 18 dias, 0s animais tratados com cetotifeno
apresentaram maior numero de células com morfologia linfocitaria nos linfonodos regionais.
Macroscopicamente, estes 6rgaos apresentaram-se aumentados em relagdo ao observado nos
animais do grupo EAE (dados ndo demonstrado). Juntos, estes dados sugeriam a ocorréncia de
uma linfoadenomegalia nos animais tratados com cetotifeno, a qual poderia estar relacionada
com maior proliferacdo de células nestes 6rgdos. No entanto, a similaridade na contagem destas
células apds 12 dias de inducdo da doenga entre os grupos EAE e EAE/Ceto sugeriu que a

diferenca observada apds 18 dias poderia resultar de um acumulo de células, possivelmente
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linfocitos autorreativos, dos linfonodos regionais dos animais do grupo EAE/Ceto. De forma
distinta no grupo EAE estas células, possivelmente, seguiram 0s mecanismos
imunopatogénicos da doenca, deixando os linfonodos em direcdo ao SNC, através da circulacéo
(WILSON; WENINGER; HUNTER, 2010). Esta hipotese foi refor¢cada quando constatamos a
existéncia de uma forte correlagdo inversa, embora ndo significativa, entre auséncia de
infiltrado inflamatdrio no SNC dos animais do grupo EAE/Ceto que ndo adoeceram e nimero
aumentado de células em seus linfonodos. Esta analise abrangeu dados de um protocolo
experimental, no qual o grupo EAE/CETO continha 3 animais doentes com presenca de
infiltrado inflamatdrio no SNC e 3 animais que ndo desenvolveram a doenga e ndo apresentaram
infiltrag&o no tecido nervoso. Como resultado foram obtidos os valores de r= - 0,76 (coeficiente
de correlacdo) e de p= 0,076 (dados ndo demonstrados). Infelizmente, a dindmica de execucéo
dos protocolos experimentais ndo nos permitiu fazer uma analise de correlagcdo que abrangesse
grande parte dos animais avaliados neste estudo, a qual poderia confirmar o aspecto evidenciado
através de uma analise estatisticamente significativa (p<0,05). Avalia¢des in vivo de migracédo
de células poderiam confirmar esta hipotese.

Outras avaliacOes realizadas na periferia confirmaram a presenca de linfécitos T
reguladores (CD3*CD4*CD25"9"Foxp3*) e T auxiliares (CD3*CD4"), bem como de transcritos
relacionados as subpopulagdes Thl, Th2, Thl7 e Tregs nos linfonodos regionais dos animais
do grupo EAE/Ceto de modo semelhante ao observado nas amostras do grupo EAE. Somente
a comparacdo do percentual de linfdcitos T totais (CD3*) por citometria de fluxo resultou em
diferenca entre estes grupos, com menor percentual destas células nas amostras dos animais
tratados com cetotifeno. Considerando os marcadores avaliados € possivel que tal diferenca
resulte de uma diminuicdo do percentual de linfécitos T CD8" nos linfonodos regionais do
grupo EAE/Ceto. Se confirmada esta diferenca, seria interessante investigar se esta reducéo
estaria relacionada com uma acdo do cetotifeno sobre estas células ou se ela é decorrente de
uma migracéo destas celulas para outros locais antes do inicio do tratamento ou das avaliagdes,
seguindo a dinamica da fisiopatologia da doenca. Poucos estudos tém sido direcionados para a
investigacdo do papel dos linfécitos T citotoxicos na EAE. Embora alguns deles mostrem um
papel patogénico destas células na EAE (SALOU; NICOL; et al., 2015), outros sugerem um
papel regulador mais proeminente (LEGROUX; ARBOUR, 2015; SINHA et al., 2015). De
fato, a associagdo entre linfécitos T CD8" e mecanismos imunopatogénicos parece estar mais
estabelecida na EM que na EAE (BABBE et al., 2000; SALOU; GARCIA,; et al., 2015;
SALOU; NICOL; et al., 2015).
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A fim de evidenciar que as semelhangas entre os percentuais de linfécitos T auxiliares
e Tregs, e 0 menor percentual de linfécitos de T totais nas amostras dos animais tratados com
cetotifeno ndo contradizem a hipdtese de acimulo de células nos linfonodos regionais destes
animais, estimou-se o numero de células relativo a cada marcador avaliado por citometria de
fluxo com base na contagem células com morfologia linfocitaria para cada grupo. De fato, a
comparacao destes numeros estimados reforga a hipotese de que os linfonodos regionais dos
animais do grupo EAE/Ceto abrigavam mais células. E interessante ressaltar os dados obtidos
por citometria de fluxo e 0 nimero estimado para o marcador CD3, uma vez que este nUmero
foi significativamente maior no grupo EAE/Ceto do que o observado nos linfonodos do grupo
EAE, mesmo este nimero sendo derivado de um percentual significativamente menor para o
grupo EAE/Ceto.

Através de citometria de fluxo também foi possivel constatar maior percentual de DCs
(F4/80°CD11c*), de DCs expressando MHC II, bem como menor percentual de DCs
expressando PD-L1. Possivelmente, estas alteracdes estdo relacionadas com o acumulo de
linfécitos autorreativos nos linfonodos regionais, estimulando células e fatores envolvidos na
ativacdo da resposta imune periférica. De fato, estes dados sdo coerentes com o papel
estimulador e inibidor das moléculas MHC Il e PD-L1, respectivamente, no processo de
apresentacdo  antigénica (KEIR; FRANCISCO; SHARPE, 2007, WORBS;
HAMMERSCHMIDT; FORSTER, 2017). A hipo6tese de uma ativacdo intensa nos 6rgdos
linfoides secundarios de animais do grupo EAE/Ceto foi reforcada pela producdo aumentada
de TNF-a, IL-6, IFN-Y e IL-17 frente ao antigeno especifico. Pensamos, inicialmente, que esta
elevada ativacdo da resposta imune periférica pudesse ser diretamente determinada pelo efeito
do cetotifeno em APCs (processamento e apresentacdo antigénica), ativacdo policlonal de
linfocitos ou entdo, sobre a sintese e liberacdo de citocinas. Entretanto, ndo encontramos suporte
na literatura para esta hipotese. De forma contraria, existem relatos, alguns bastante antigos,
ressaltando o papel imunossupressor do cetotifeno. llustrando este aspecto foi demonstrado que
o cetotifeno inibe a apresentacdo antigénica com decréscimo concomitante da expresséo de
moléculas HLA-DQ em macrofagos (KAWANO et al., 1996); que o cetotifeno inibe a resposta
proliferativa de linfocitos aos antigenos alimentares (KONDO et al., 1994) e que também
determinou um efeito supressor na liberagdo de quimiocinas por mondcitos (HUNG et al.,
2007).

Alternativamente, consideramos que o acumulo de células na periferia estaria
relacionado a um efeito similar ao descrito para o Fingolimod (FTY720), a primeira droga oral
aprovada para o tratamento de RR-EM (CAVONE et al., 2015; COCLITU et al., 2016;
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DEVONSHIRE et al., 2012; KAPPOS et al., 2006). Segundo Brinkmann e colaboradores
(2010), o FTY720 diminui a expressdo dos receptores S1P1 nos linfécitos, o que resulta na
retencdo dos linfocitos T autorreativos nos linfonodos, impedindo a invasdo do SNC. Nossos
resultados sdo coerentes com esta possibilidade e, neste sentido, serd bastante esclarecedor

investigarmos o nivel de expressao dos receptores S1P1 nos linfocitos dos animais deste grupo

Outras moléculas e receptores estdo envolvidos com o homing e migracdo celular e
poderiam ocasionar o sequestro de linfocitos nos linfonodos de animais tratados com cetotifeno.
Esta hipoOtese esta temporalmente de acordo com 0s mecanismos imunopatogénicos que
ocorrem no periodo em que os animais foram tratados com a droga (ANGIARI, 2015). A
interacdo entre linfocitos efetores e Tregs via CTLA-4 constitui um dos mecanismos que
poderiam limitar a interacdo com DCs apresentando auto-antigenos e, consequentemente, afetar
a ativacao e migracdo destas células nas fases iniciais do desenvolvimento da EAE (ANGIARI,
2015; DEJEAN et al., 2009; WING et al., 2008). No presente estudo a expressdo de CTLA-
4 ndo foi avaliada. No entanto, os percentuais de Tregs e 0s niveis de expressado de Foxp3 foram
similares nos linfonodos de animais dos grupos EAE e EAE/Ceto. Outro aspecto constatado
que contrapde esta possibilidade ¢é a elevada producéo de citocinas pelas células dos linfonodos
do grupo EAE/ceto, uma vez que tem sido demonstrado que a expressdo de CTLA-4 em Tregs
suprime a producdo de IL-6 e TNF-a por DCs (DEJEAN et al., 2009; WING et al., 2008).

Selectinas e integrinas sdo outros exemplos de moléculas envolvidas na migracdo
celular e entrada de linfécitos no SNC que poderiam ser afetadas por drogas
imunomoduladoras, como parece ser o cetotifeno (ANGIARI, 2015; LOPES PINHEIRO et al.,
2016). No contexto da EM, os efeitos protetores do tratamento com Natalizumab, um anticorpo
monoclonal humanizado que se liga & integrina-4a, estao associados ao bloqueio da entrada de
linfécitos no SNC via BHE (COCLITU et al., 2016). Polimorfismos relacionados a selectina-E
e PSGL-1 (ligante 1 da glicoproteina P-selectina) um dos principais ligantes das selectinas, o
qual é expresso por leucaocitos circulantes, sdo encontrados em portadores de EM, nas formas
clinicas RR- e PP-EM (GALIMBERTI et al., 2005; RAO et al.,, 2002). Na EAE foi
demonstrado que a transferéncia adotiva de linfdcitos especificos para MBP previamente
incubados com anticorpos anti-PSGL-1 resultou em doenca menos grave que a induzida por
linfécitos incubados com is6tipo controle (DESHPANDE; KING; SEGAL, 2006). Por outro
lado, Sathiyanadan e colaboradores (2014) demonstraram que PSGL-1 e selectinas-E e -P sdo

importantes para o rolamento de linfécitos em tecidos inflamados da medula espinhal, mas ndo
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sd0 essenciais para a entrada destas células no parénquima do SNC, o que sugere o
envolvimento de outros mecanismos (SATHIYANADAN et al., 2014).

Como citado anteriormente, a grande maioria dos animais submetidos ao tratamento
com cetotifeno ndo desenvolveu sinais de paralisia e também ndo apresentou infiltrados
inflamatorios na analise histopatoldgica convencional. Por outro lado, os poucos animais
tratados com cetotifeno que desenvolveram sintomatologia apresentaram um processo
inflamatério no SNC que diferiu estatisticamente do avaliado nas medulas lombares dos
animais do grupo EAE. As andlises comparativas do numero de células com morfologia
linfocitaria, do percentual de células imunes infiltrantes (CD45") e de linfocitos T totais, do
namero estimado destas células e de linfocitos T auxiliares, bem como da expressdo de
transcritos relacionados as subpopulaces Thl, Th2, Th17 e Treg no SNC confirmaram que o
tratamento com cetotifeno afetou a entrada de células nos tecidos-alvo da doenca. Vale ressaltar
que estas analises foram realizadas incluindo todos os animais do grupo EAE/Ceto, sem
distingdo entre animais que adoeceram ou ndo, o que possivelmente resultou em uma reducao
destes parametros e ndo auséncia total dos mesmos. Para que estas analises pudessem ser feitas
separadamente o numero total de animais utilizados teria que ser maior.

Estes resultados foram ainda reforgados pela quantificacdo e anélise da ativacdo de
células da micrdglia. Nos animais tratados com cetotifeno tanto o percentual como o estado de
ativacdo destas células estavam reduzidos. Estas caracteristicas podem estar associadas
indiretamente a acdo do cetotifeno, ou seja, menor proliferacdo e menor ativacdo destas células
em funcdo da auséncia ou menor intensidade do processo inflamatério. A contribuicdo das
células da microglia, tanto do ponto de vista deletério quanto protetor, tem sido amplamente
discutida (BOGIE; STINISSEN; HENDRIKS, 2014; RAWIJI; YONG, 2013). Neste sentido,
dados ndo demonstrados, obtidos recentemente em nosso laboratorio, corroboram este efeito
indireto, pois indicam que o tratamento com cetotifeno, apos o primeiro surto desta doenca em
camundongos SJL fémeas, ndo é capaz de modular o desenvolvimento clinico na EAE. A
literatura mostra que durante estes surtos, os fendmenos inflamatorios observados estdo mais
associados a ativagdo prévia da micrdglia e de celulas que infiltraram no inicio da patogénese
do que com o rompimento da BHE e nova invaséo por leucocitos (DENDROU et al., 2015; DI
FILIPPO et al., 2016).

De fato, os resultados demonstram que bloqueio da formacéo do infiltrado inflamatorio
no SNC é o mecanismo central da protecdo determinada pelo cetotifeno, um achado bastante
condizente com a relevancia dos linfdcitos na neuroinflamacéo e no dano tecidual que gera a
sintomatologia da EAE e da EM (CHIUSO-MINICUCCI et al., 2015; DENDROU et al., 2015;
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FLETCHER et al., 2010; LASSMANN; BRADL, 2017; PROCACCINI et al., 2015). Embora
os fendmenos envolvidos com homing e migracgéo celular possam estar relacionados com este
efeito protetor determinado pelo cetotifeno na EAE, dados publicados acerca da participacao
dos mastdcitos na imunopatogénese desta doenca sugerem que a auséncia da liberacdo de
alguns mediadores por estas células poderia afetar a entrada dos linfdcitos autorreativos no SNC
através da BHE (CHRISTY et al., 2013; RUSSI; WALKER-CAULFIELD; BROWN, 2016;
RUSSI; WALKER-CAULFIELD; GUQ; et al., 2016).

Esta bem estabelecido que a permeabilizacdo da BHE ¢é etapa fundamental na
patogénese da EAE, possibilitando a entrada de proteinas e células no SNC, principalmente de
linfocitos autorreativos, os quais desencadeiam a resposta inflamatéria neurodegenerativa
(LOPES PINHEIRO et al., 2016; MURPHY et al., 2010; WALKER-CAULFIELD et al.,
2015). Para investigar se o efeito protetor do cetotifeno estava associado com o bloqueio da
permeabilizacdo da BHE, comparamos a integridade desta barreira entre animais dos grupos
CTRL, EAE e EAE/Ceto. Estes ensaios foram realizados no 11° dia apés a indu¢édo da doenca,
ou seja, em conformidade com a literatura que mostra que a permeabilizacdo da barreira ocorre
entre os dias 7 e 14 apds a inducdo da doenca (MURPHY et al., 2010; WALKER-CAULFIELD
etal., 2015). De fato, os resultados obtidos demonstraram que a BHE dos animais tratados com
cetotifeno é significativamente menos permeavel, principalmente na regido da medula espinhal,
que a BHE dos animais do grupo EAE. Além disso, a permeabilidade desta barreira nos animais
do grupo EAE/Ceto se mostrou semelhante a observada nos animais normais do grupo CTRL.
Considerando que o cetotifeno é uma droga que estabiliza mastdcitos, células que também
residem no parénquima do SNC e nas meninges (LAMBIASE; MICERA; BONINI, 2009;
WADE et al., 2012) ¢ possivel que o efeito estabilizador do cetotifeno na BHE se deva a
inibicdo da liberagdo de TNF-a, citocina estocada nos granulos destas células e que age sobre
distintos componentes da BHE (LAROCHELLE; ALVAREZ; PRAT, 2011; LV etal., 2010;
PAN; KASTIN, 2007). Esta possibilidade é suportada pelos achados de Christy e colaboradores
(2013), os quais indicam que a producdo de TNF-a por mastdcitos promove aumento da
permeabilidade da BHE durante a patogénese da EAE através do recrutamento de neutréfilos
para o local (CHRISTY et al., 2013). Outras células residentes do SNC como as microglias
produzem TNF-a, entretanto os mastdcitos sdo as unicas células que estocam esta citocina em
seus granulos, liberando-a no ambiente rapidamente. Além disso, existem relatos que
evidenciam a participagdo dos mastocitos na regulagdo da BHE através da liberagdo de
mediadores e enzimas (SKAPER; FACCI; GIUSTI, 2013). Neste cenario, é provavel que a acdo

do cetotifeno na BHE resulte do bloqueio da desgranulacdo e liberacdo de mediadores
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produzidos de novo pelos mastdcitos e consequente liberagdo de TNF-a. Além da regulagdo da
BHE, o TNF-a produzido por mastocitos ativaria micrdglia e linfécitos T CD8" (DUDECK et
al., 2015; ZHANG et al., 2016), podendo potencializar o perfil inflamatdrio observado no SNC
durante a patogénese da EAE (SOELLNER etal., 2013; WALKER-CAULFIELD etal., 2015).

Outra citocina envolvida com a quebra da funcdo da BHE ¢é a IL-1p (ARGAW et al.,
2006). Sua participagdo e de outros componentes do inflamassoma nos mecanismos
imunopatogénicos da EAE/EM tem sido descrita (revisado por BARCLAY; SHINOHARA,
2017). Recentemente, Russi e colaboradores (2016) demonstraram que a IL-1p produzida de
uma maneira dependente de caspase-1 por mastocitos residentes das meninges induz a
expressdo de GM-CSF nos linfocitos autorreativos que chegaram nesta regido durante a
imunopatogénese da EAE. A expressdo de GM-CSF por estes linfécitos € crucial para a
infiltracdo no SNC (RUSSI; WALKER-CAULFIELD; BROWN, 2016; RUSSI; WALKER-
CAULFIELD; GUO; et al., 2016). Estudos adicionais sugerem a existéncia de uma
retroalimentacdo entre estas citocinas de forma que o GM-CSF induz a ativacdo do
inflamassoma e producéo de IL-1p (BARCLAY; SHINOHARA, 2017). A producdo de IL-1P
por mastocitos, porém de uma maneira independente de caspase-1, também foi implicada na
expansdo de linfécitos Th1l7 (SUURMOND et al., 2016), células que também parecem
promover a quebra da BHE (HUPPERT et al., 2010). Neste cenario, € possivel que a
estabilizacdo de mastdcitos determinada pelo cetotifeno esteja também impedindo a liberagéo
de IL-1B o que, consequentemente, contribuiria com a manutencéo da funcdo da BHE e com o
bloqueio do processo inflamatorio no SNC. Dados preliminares do nivel de expressdo de IL-1p
e de outros parametros relacionados ao inflamassoma em amostras do SNC confirmam o efeito
inibidor do cetotifeno na ativacao do inflamassoma.

A possibilidade de que o efeito protetor do cetotifeno se devesse, pelo menos em parte,
a sua atividade farmacologica sobre os mastdcitos encontra bastante suporte na literatura. Neste
sentido sdo crescentes, por exemplo, as evidéncias de participacdo destas células na
EAE/EM(ELIEH-ALI-KOMI; CAO, 2016); tambem se sabe que mastocitos estocam
mediadores capazes de interferir na integridade da BHE (CHRISTY; BROWN, 2007) e que 0
cetotifeno inibe a liberacdo de mediadores pelos mastocitos (BABA et al., 2016; FINN;
WALSH, 2013; WADE et al., 2012). Era necessario, entretanto, comprovar o efeito do
tratamento com cetotifeno sobre estas células no SNC. De fato, a constatagdo de menor
expressao génica de Cmal, CPA3 e mMCP4 em amostras de medula espinhal dos animais do
grupo EAE/Ceto em comparagdo ao grupo EAE permitiu comprovar que o tratamento com

cetotifeno afetou o processo de liberagdo de mediadores pelos mastocitos, uma vez que estas
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enzimas sdo produzidas e armazenadas somente nos granulos destas células. Desse modo, 0s
resultados obtidos no presente estudo em conjunto com evidéncias da atuacdo dos mastocitos
na quebra da BHE e entrada de linfocitos autorreativos no SNC sugerem que o cetotifeno exerce
efeito protetor no desenvolvimento da EAE atraves de interacdo com estas células. O possivel
efeito deste tratamento no homing e migragéo celular, bem como a a¢do do cetotifeno em outros
tipos celulares merecem ser investigados e podem contribuir com o efeito protetor observado.
Na nossa opinido o fato do cetotifeno ser eficaz no controle do desenvolvimento da EAE é
relevante por, eventualmente, representar uma estratégia adjuvante no tratamento da EM.
Vaérios aspectos legais e farmacoldgicos do cetotifeno como a utilizagcdo ja aprovada em
humanos, baixa toxicidade, passagem desta droga pela BHE integra e efeitos colaterais pouco
nocivos, se comparados as drogas imunossupressoras e imunomoduladoras utilizadas no
tratamento da EM (COCLITU et al., 2016; DAMAL etal., 2013; STUVE et al., 2008), podem
facilitar a avaliacdo do cetotifeno em testes clinicos e um futuro uso terapéutico. As
informacOes acerca destes parametros e de outros relacionados com o cetotifeno estéo
disponibilizadas no DrugBank, uma base de dados de bioinforméatica e quimioinformatica
mantida pela Universidade de Alberta, Edmonton, Canada (KNOX et al., 2011), no link
<https://www.drugbank.ca/drugs/DB00920#references>. Novas pesquisas no ambito da EAE
devem contribuir para a fundamentacgdo cientifica de uma possivel aplicacdo terapéutica deste
farmaco em portadores de EM.
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Figura 21. Possivel mecanismo envolvido com o efeito protetor do cetotifeno no
desenvolvimento da EAE. A manutencdo da funcdo da barreira hematoencefélica e
consequente auséncia de infiltrado inflamatorio no sistema nervoso central determinada pelo
tratamento com cetotifeno pode estar associada com a estabilizacdo de mastocitos, impedindo
a liberagdo de mediadores como TNF-a e IL-1p, citocinas relacionadas com a quebra da barreira

hematoenceféalica e infiltracdo de linfécitos T autorreativos na EAE.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com fumarato de cetotifeno impede o desenvolvimento clinico da
encefalomielite autoimune experimental por mecanismos que envolvem a manutencdo da
funcdo da barreira hematoencefalica e consequente blogqueio da infiltragdo inflamat6ria no

sistema nervoso central.
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u n & UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®
sp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Certificado

Certificamos que o Protocolo n° 638-CEUA, sobre
“Envolvimento dos mast6citos no efeito protetor da
vitamina D sobre a encefalomielite autoimune
experimental”, sob a responsabilidade de Alexandrina
Sartori, estd de acordo com a legislacdo vigente (Lei
11.794/2008 e Decreto 6.899/2009), com as resolucoes
normativas aplicaveis a luz dos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal elaborados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL/COBEA), e foi aprovado “Ad referendum” da
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), nesta

data.

Botucatu, 28 de agosto de 2014.

\ "11\1 \
! \\-(ji/'\f A%
Prof. Dr. Wellerson Rodrigo Scarano
Presidente da CEUA

-’

Distrit ey
Tel 14 3880 0851 fax 14 3815 3744 e-ma
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ANEXO B. Aprovagdo do CEEPA para o desenvolvimento da pesquisa

!
A
DN

il

T,

e,

.y
% Universidade de Sao Paulo Yy
‘i Faculdade de Odontologia de Bauru LU Ay A

Comissio de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

i

CEEPA-Proc. N® 019/2014

Bauru, 6 de outubro de 2014.

Senhora Professora,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissio de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais,
denominado Envolvimento dos mastdcitos no efeito protetor da vitamina D sobre a encefalomielite
i experi |, de autorla de Karen Henriette Pinke, sob sua orientacdo e coorientacio da

Proft Dr? Vanessa Soares Lara, foi enviado ao relator para avaliagdo e considerado APROVADO em
reunido desta Comissio, realizada no dia 3 de outubro de 2014,

Informamos que qualquer alteragio na pesquisa, seja comunicada com antecedéncia a esta Comissio
para analise ética.

Solicitamos que ao final da pesquisa seja enviado, para avaliagio desta Comissdo, um Relatério com os
resultados obtidos para analise ética e emissdo de parecer final, o qual podera ser utilizado para fins de

publicagdo cientifica.

Atenciosamente, \

\ j AN
‘Js < “} 5 A (| \‘\A\\
\__/Prof? Dr? Ana Paula Campanelli

Presidente da Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

LA

Prof2 Dr2 Alexandrina Sartori
Docente do Departamento de Microbiologia e Imunologia (Unesp-Botucatu)

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 -C.P. 73
e-mail: mferrari@fob usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356
http://www fob usp br
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