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Resumo:

A encefalomielite autoimune experimental (EAE), € um modelo que mimetiza a esclerose multipla (EM)
em roedores, esse modelo é caracterizado por uma resposta auto-imune contra as proteinas do sistema
nervoso central. JA se sabe que a via da quinurenina (VQ) pode estar envolvido com processos
inflamatérios presentes no nosso organismo. Portanto, esse trabalho teve como objetivo investigar o
envolvimento da VQ em um modelo EAE em camundongos. Os animais foram pesados e observados
diariamente para sinais clinicos de EAE. Os niveis de interferon- (IFN-) e interleucina-17 (IL-17) foram
medidos usando kits ELISA nos tecidos: cortex pré-frontal, hipocampo, medula espinhal, baco e
linfonodo. O tratamento com o inibidor da IDO (INCB024360, enzima limitante na VQ) reduziu
significativamente a gravidade da doenca quando comparado ao grupo veiculo/EAE. Os animais que
foram induzidos no modelo de EAE mostraram uma diminui¢&o do peso corporal em comparacdo com o
grupo controle. No modelo de EAE os animais tiveram um aumento nos niveis de citocinas inflamatorias
(IFN- e IL-17) no cortex pré-frontal, hipocampo, medula espinhal, bago e linfonodo comparadas ao
grupo controle. Houve uma diminuicdo significativa nos niveis de citocinas inflamatorias induzida pelo
INCB024360/EAE em comparacdo ao grupo Veiculo/EAE. Os resultados deste estudo sugerem gue o
tratamento com um inibidor da IDO demonstrou efeito farmacologico na EAE, portanto pode ser um
potencial alvo terapéutico para o tratamento de pacientes com EM.
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O ENVOLVIMENTO DA VIA DA QUINURENINA EM UM MODELO DE
ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS

1. INTRODUCAO

A encefalomielite autoimune experimental (EAE), € um modelo que mimetiza a
esclerose multipla (EM) em roedores, esse modelo é caracterizado por uma resposta
auto-imune contra as proteinas do sistema nervoso central (SNC), que culmina em
infiltrado inflamatério, gliose, lesdo da bainha de mielina e morte neuronal
(MCFARLAND e MARTIN, 2007; GOVERMAN, 2009; HAFLER, 2004).

A patogénese da doenga € caracterizada pela ativagao de células mononucleares,
predominantemente de células TCD4+ e CD8+, que migram através da barreira
hematoencefélica (BHE) para o SNC e sao reativados pela apresentacao das células
gliais do cérebro e da medula espinhal. Este trafico de células € um processo
fortemente regulado que esta associado com a ativagéo das células T (GOVERMAN,
2009) pela BHE.

A EM é uma doencga inflamatéria desmielinizante mais comum do SNC,
durante o curso da EM, os antigenos virais ou infecciosos ativam as células T auto-
reativas na periferia, que apresentam similaridade molecular com o antigeno do SNC
(SOSPEDRA e MARTIN, 2005), diferenciam-se em células T helper tipo 1 (TH1) ou
T helper tipo 17 (TH17), migram através da BHE e induzem lesdes distribuidas ao
longo do SNC (MCFARLAND e MARTIN, 2007).

Em resumo, a EM causa incapacidade neurolégica em adultos jovens, afetando
cerca de dois milhdes de pessoas no mundo (MCFARLAND e MARTIN, 2007; OMS).
No Brasil, ha 35 mil portadores e cerca de 13 mil em tratamento, de acordo com o
DATASUS. Embora fatores genéticos e ambientais também estejam implicados na
patogénese da EM (BARANZINI et al, 2010), existe uma incerteza sobre a
fisiopatologia subjacente da EM e, embora a pesquisa indique que a EM possui uma
patogénese imuno mediada, os alvos de resposta imunoldgica nao estao definidos
(SRIVASTAVA et al., 2012), portanto sua etiologia permanece obscura.

A EM é uma doencga auto-imune multifatorial do SNC para a qual ndo se conhece
atualmente nenhuma cura. Atualmente, os farmacos mais utilizados para o
tratamento da EM incluem medicamentos que atuam inibindo a resposta
inflamatéria. No entanto, estas terapias sao frequentemente associadas com efeitos
adversos para o corpo, e 0 mais importante, ndo mudam efetivamente o curso da
doenca. Neste contexto se faz necessario o estudo de novos mecanismos, que
possam estar envolvidas na patogénese da EM, e que possam tornar-se alvo para o
tratamento desta doenca.

A via da quinurenina (VQ) € uma rota central no metabolismo do triptofano (TRP)
na maioria dos tecidos de mamiferos, inclusive no cérebro (BEADLE et al, 1947). No
cérebro, o catabolismo de TRP ocorre principalmente nos astrocitos e na microglia
(GRANT et al., 2000). Embora alguns neur6nios também possuem indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO)(MILLER et al.,, 2004). Em condigbes fisioldgicas normais, o
metabolismo do TRP ocorre principalmente no figado através do TDO como a
enzima limitante no primeiro processo da via. Em casos de inflamagéo, infecgdo ou
estresse oxidativo, que ativam a enzima IDO (principal enzima na via) em varios
tecidos inclusive no cérebro (HEYES et al., 1993).



A degradacao do TRP através da VQ ocorre principalmente no sangue e nos
tecidos linféides (MOFFETT e NAMBOODIRI 2003). A atividade da enzima IDO é
aumentada por citocinas pro-inflamatérias, como o interferon-y (IFN- y) (CARLIN et
al., 1987) e inibidas pela citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-4 (IL-4)
(MUSSO et al., 1994). Ja se sabe, que alguns metabolitos da VQ apresenta-se com
papel de neuroprotecdo ou neurotoxico, 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e o &cido
quinolinico (QUIN) derivados de microgliais sdo neurotdxicos enquanto o &acido
quinurénico (KYNA) gerado por astrécitos € neuroprotetor. Portanto, esse trabalho
teve como objetivo investigar o envolvimento da via da quinurenina em um modelo
de encefalomielite autoimune experimental em camundongos.

2. METODOLOGIA

As experiéncias foram conduzidas utilizando camundongos fémeas C57BL/6,
os animais foram mantidos em grupos de seis animais por gaiola, mantidos sob
temperatura controlada (22 £+ 1 °© C) com um ciclo de 12 h claro/escuro, com acesso
livie a agua e comida antes dos experimentos. Todos os protocolos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal do
Pampa (Numero de protocolo da CEUA: 034/2017).

A EAE foi induzida por imunizagdo subcutanea (s.c.) nos musculos com 200
Ml de uma emulsao contendo 200 pg de péptido MOG35-55 e 500 ug de extrato
H57Ra de Mycobacterium tuberculosis (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) em
6leo adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).
Este procedimento foi repetido apds 7 dias para aumentar a incidéncia de EAE,
conforme descrito anteriormente (STROMNES E GOVERMAN, 2006). Além disso,
os animais receberam 300 ng de toxina Pertussis (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA) i.p. no dia 0 e dia 2 pés-imunizagéao. Os animais receberam o
inibidor da IDO (INCB024360) na dose de 200 mg/kg (per oral, p.o.).

Os sinais clinicos de EAE foram avaliados de acordo com as seguintes
pontuacdes: 0, sem sinais de doencga; 1, perda de tom na cauda; 2, paresia dos
membros posteriores; 3, paralisia dos membros posteriores; 4, tetraplegia; e 5,
moribundos e/ ou morte.

Os camundongos foram pesados e observados diariamente para sinais
clinicos de EAE por até 25 dias pds-imunizagdo. Os camundongos que n&o
desenvolveram a doenga foram excluidos do estudo.

Os niveis de interferon-y (IFN-y) e interleucina-17 (IL-17) foram medidos
usando kits ELISA, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O tratamento com o inibidor da IDO (INCB024360, enzima limitante na VQ)
reduziu significativamente a gravidade da doenca quando comparado ao grupo
veiculo/EAE. (Figura 1A e 1B).

Os animais que foram induzidos no modelo de EAE mostraram uma diminuigéo
do peso corporal em comparacdo com o grupo controle. O tratamento com
INCB024360 (inibidor da IDO) foi capaz de melhorar esse parametro nos 25 dias de
tratamento (Figura 1C).
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Figura 1. O inibidor da IDO (INCB024360) melhora os sinais clinicos induzidos pela
EAE em camundongos. Pontuacao clinica média (A), area abaixo da curva (AUC)
(B) e mudanca de peso corporal (C) em um modelo de EAE induzido pela
imunizacao com péptido MOG35-55/CFA e toxina pertussis. Os valores foram
analisados por ANOVA de 2 vias e Teste de comparacdo multipla de Bonferroni.
Cada valor é expresso em média + S.E.M. (n =6). * P < 0,05 quando comparado com
Veiculo/Naive e # P < 0.05 quando comparado com INCB024360/Naive.

No modelo de EAE os animais tiveram um aumento nos niveis de citocinas
inflamatorias (IFN-y e IL-17) no cortex pré-frontal, hipocampo, medula espinhal, bago
e linfonodo comparadas ao grupo controle. Houve uma diminui¢do significativa nos
niveis de citocinas inflamatorias induzida pelo INCB024360/EAE em comparacéo ao
grupo Veiculo/EAE. O aumento das citocinas foi significativamente evitado pelo
tratamento com o composto INCB024360 (Tabela 1).

As células TH1 sao caracterizadas por sua expressao de IFN-y enquanto a TH17
produz principalmente IL-17(BETTELLI et al., 2008). A patogénese da EM/EAE é um
processo complexo, envolvendo células autoagressivas TH1 e TH17, macréfagos,
células dendriticas, astrécitos e microglia, bem como uma gama de mediadores
inflamatorios produzidos por essas células (GOVERMAN, 2009; HAFLER, 2004).
Nossas descobertas abrem op¢des importantes para o desenvolvimento de terapias
clinicamente relevantes para o manejo da EM, bem como para outras doencgas
imunes em que as células TH1 e TH17 desempenham um papel fundamental.

Tabela 1. O Inibidor da IDO (INCB024360) diminui a producdo de citocinas
inflamatdrias na EAE induzida pela imunizacdo com péptido MOG35-55/CFA e
toxina pertussis em camundongos.



(pg/mg proteina) Veiculo INCB024360

Naive EAE Naive EAE
Cortex pré-frontal
IFN-y

21.1+1.02 91.8+5.112 19.7+0.95 28.9+2.01°
IL-17

9.17+0.56  48.8+1.012 12.3+1.22 17.8+0.96°
Hipocampo
IFN-y

28.9+1.44 124.8+6.89° 32.841.49 44.2+2.31°
IL-17

14.8+1.71 60.2+3.292 18.7+1.20 21.8+1.35°
Medula espinhal
IFN-y o

34.842.10 178.848.102 37.8+2.11 48.9+2.88
IL-17

24.4+1.37 59.7+1.992 30.7£3.17 34.4+2.91°
Baco
IFN-y

78.546.01 247.845.742 89.7+5.41 102.849.11°
IL-17

441+2.38 127.9+3.012 50.8+4.19 55.9+4.91°
Linfonodo
IFN-y

67.945.10 177.848.542 80.1+7.49 85.7+6.71°
IL-17

37.8+2.10 97.745.672 42.842.63 47.7+2.31°

Os valores foram analisados por ANOVA de 2 vias e Teste de comparagao multipla
de Bonferroni. Cada valor € expresso em média + S.E.M. (n =6). a P < 0,05 quando
comparado com Veiculo/Naive, b P < 0.05 quando comparado com Veiculo/EAE, ¢
P < 0.05 quando comparado com INCB024360/Naive.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem que o tratamento com um inibidor da IDO
demonstrou efeito farmacolégico na EAE, portanto pode ser um potencial alvo
terapéutico para o tratamento de pacientes com EM.
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