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RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga inflamatéria de etiologia autoimune, com resposta
imunolégica contra proteinas de mielina do cérebro e da medula espinhal. E a doenga humana
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) mais comum, que atinge 1,4 milhio de
pessoas em todo o mundo. Um grande niimero de citocinas e quimiocinas tém um papel
central no estabelecimento e manutencio de doencas autoimunes, atuando em redes de alta
complexidade e diferentes tipos de células. A mitoxantrona (MIT) é um medicamento aprovado
para o tratamento das vdrias formas de EM nos Estados Unidos da América e Europa, sendo um
agente antineopldsico, cuja eficdcia no tratamento da esclerose multipla é creditado a inibicao
da proliferagao de células T, células B e macréfagos. O tratamento com a MIT, dependendo
da dose total acumulada, provoca efeitos colaterais adversos, tais como o desenvolvimento de
cardiotoxicidade cronica. Neste estudo, foi investigado os efeitos clinicos e imunoldgicos de
N, N’-didodecanoil-1,4-diaminoantraquinona [DDAAQ], um andlogo lipofilico da MIT, no
modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) induzido por MOG. Camundongos
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C57Bl/6 fémeas foram imunizados ou nao por via subcutdnea em ambos os lados da base da
cauda com 100 mg do peptideo MOG35-55. Os camundongos foram pesados e observados
diariamente para avaliacio dos sinais clinicos da EAE até 21 dias pés-imunizacio (dpi).
Camundongos imunizados receberam 1 mg/kg de peso da mitoxantrona ou andlogo DDAAQ por
via intraperitoneal diariamente, entre 14 a 21 dpi. Aos 21 dpi os camundongos foram sacrificados,
os cérebros removidos e os hemisférios homogeneizados e os sobrenadantes foram coletados
para determinacio da concentragio de IL-10, IL-17A e CCL5. Os camundongos imunizados
apresentaram sinais de EAE, tais como fraqueza ou paralisia da cauda e dos membros, bem como
perda de peso corporal. As injegoes intraperitoneais de DDAAQ foram eficazes no tratamento de
camundongos induzidos com EAE (grupo DDAAQ), mostrando diferenca acentuada no escore
clinico quando comparado aos camundongos imunizados com EAE e nio tratados (grupo EAE).
O grupo tratado com DDAAQ apresentou um aumento na produgdo de IL-17A e de IL-10 e
uma diminui¢io na produgio da quimiocina CCL5 no CNS. Os resultados sugerem que um dos
mecanismos responsdveis pelo efeito clinico deste composto pode estar relacionado a indugio de
células Th17 reguladoras através de redugio da migragao celular para o SNC.

Palavras-chave: Esclerose multipla. EAE. Mitoxantrona. IL-17A. IL-10. CCL5.

1 Introdugao

A Esclerose Multipla (EM) caracteriza-se por ser uma doenca inflamatéria crénica
desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC) de natureza autoimune, sendo na maioria dos
casos grave e incapacitante. Ela atinge cerca de 1,4 milhées de pessoas em todo o mundo (PUGLIATTI
etal., 2002) e possui fatores genéticos e ambientais envolvidos na sua etiologia (STEINMAN, 2001;
SOSPEDRA; MARTIN, 2005; HAUSER; OKSENBERG, 2006). Alguns estudos mostram que
um grande nimero de citocinas e quimiocinas apresentam um papel central no estabelecimento e
manuten¢io de doengas autoimunes, tal como a EM, atuando em redes de alta complexidade e em
diferentes tipos de células, exercendo muitas vezes fung¢oes redundantes (SZCZUCINSKI; LOSY,
2007; HEDEGAARD et al., 2008).

A interleucina (IL) -17A estd envolvida na EM, na qual estimula a produgao de certas quimiocinas
pelas células endoteliais (WOLTMAN et al., 2000), aumenta a permeabilidade da barreira hemato-
encefilica (KEBIR etal., 2007), neutraliza a atividade das células T reguladoras (TSAKNARIDIS etal.,
2003) e estimula a produgio de IL-6 por macréfagos através de “feedback” positivo (YAO et al., 1995;
JOVANOVIC et al., 1998). Como a IL-17A, a quimiocina CCL5 desempenha um papel importante
no desenvolvimento da inflamagao pela sua capacidade quimiotitica de leucécitos e capacidade de
modular suas fungoes. Além disso, a CCL5 tem sido relacionada a patogénese da EM, sendo sua
expressio observada em focos inflamatérios perivasculares no cérebro (HVAS; BERNARD, 1998).
Por outro lado, a IL-10 apresenta um perfil oposto ao perfil inflamatério induzido pela IL-17A, sendo
considerada uma citocina imunossupressora, produzida por muitos tipos de células T. Além disso,
vérios subconjuntos de células T reguladoras produzem IL-10, e sua fun¢io em doengas autoimunes é
controlar a progressao de danos causados pelas células auto-reativas (BEEBE et al., 2002).

A mitoxantrona (MIT), é um medicamento aprovado para o tratamento da leucemia aguda
e de vidrias formas de EM nos Estados Unidos da América e da Europa (HARTUNG et al., 2002;
NEUHAUSET al., 2006), é um agente anticancerigeno, cuja eficicia no tratamento da esclerose
multipla é creditada a capacidade de inibir a proliferacao de células T, células B e macréfagos (FIDLER et
al., 1986; LEVINE; GHERSON, 1986; WANG et al., 1986). O tratamento com a MIT normalmente

causa mielossupressao aguda. No entanto, dependendo da dose total acumulada, varios efeitos adversos
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podem ser associados, tais como o desenvolvimento de cardiotoxicidade créonica (GONSETTE, 1996;
AVASARALA et al., 2003; GALETTA; MARKOWITZ, 2005; FOX, 20006).

Neste estudo, foram investigados os efeitos clinicos e de regulagao da resposta imunoldgica pelo
N,N’-didodecanoil-1,4-diaminoantraquinona [DDAAQ)], um anilogo lipofilico da mitoxantrona no
modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE).

2 Metodologia

Compostos quimicos

A mitoxantrona (MIT, Fig. 1A) foi gentilmente cedida pela “Quiral Quimica do Brasil S.A.”.
O andlogo da Mitoxantrona, N,N’-didodecanoil-1,4-diaminoantraquinona (DDAAQ) foi preparado
por reagdo da 1,4 diaminoantraquinona com cloreto de dodecanoil dimetilacetamida e piridina (Fig.
1C-B, respectivamente).

A OH o NHCH,CH NHCH,CH,OH
OH o NHCH,CHANHCH,CH,OH
Mioxantrone
0
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Fig. 1: Estrutura quimica: A) mitoxantrona, B) 1,4 diaminoantraquinona C) DDAAQ

Animais

Camundongos C57Bl/6 fémeas com 8-10 semanas de idade foram obtidos do Centro de Biologia
da Reprodugao da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e alojados em gaiolas micro-isoladoras
no biotério do Laboratério de Imunologia (ICB/UF]JF). Todos os procedimentos foram de acordo com
os principios do Cédigo Brasileiro para o Uso de Animais de Laboratério. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica sobre o uso de animais de laboratério da UFJF (protocolo nimero 006/2008).

Indugao da EAE

Grupos de 5-6 camundongos foram imunizados por via subcutinea (sc) ou nio em ambos os
lados da base da cauda com 100 mg de MOG35-55 peptideo (Sigma Chemical Co., Saint Louis,
E.U.A.) emulsionado em adjuvante completo de Freund (CFA) (Sigma) suplementado com 400 mg
Mycobacterium tuberculosis atenuado, cepa H37RA (Difco, Detroit, E.U.A.). Toxina pertussis, 300 ng/
animal (Sigma), foi injetada por via intraperitoneal (ip) no dia da imuniza¢io e novamente 48 horas
depois. O experimento envolveu 4 grupos de animais: (i) controle, nao induzido; (ii) induzidos, nao
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tratados (EAE); (iii) induzidos, tratados com MIT; (iiii) induzidos, tratados com DDAAQ. Os animais

foram monitorados diariamente e o comprometimento neurolégico foi avaliado.

Avaliagao clinica
Os camundongos foram pesados e observados diariamente quanto aos sinais clinicos da
EAE até 21 dias pds-imunizagio (dpi). A avaliagdo clinica foi individual de acordo com a Tabela

1 (De PAULA et al.,, 2008). O escore clinico final foi obtido adicionando todos os valores
individuais avaliados.

Tratamento com MIT e DDAAQ

Camundongos imunizados foram divididos em trés grupos. Um ndo recebeu nenhum
tratamento (grupo EAE), enquanto os outros receberam 1 mg/kg de peso da mitoxantrona (grupo
MIT) ou andlogo DDAAQ (grupo DDAAQ) em dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma) 10% i.p. por
dia (LUBLIN et al., 1987; De PAULA et al., 2008). O tratamento foi introduzido no 14 dpi e

mantido durante 7 dias.

Avaliacao da produgao de IL-10, IL-17A e CCL5 no SNC

Extratos de tecidos do cérebro foram adquiridos de camundongos controle e imunizados,
que foram sacrificados por overdose de ketamina e xilazina i.p. aos 21 dpi. Os cérebros foram
removidos e os hemisférios foram homogeneizados em solu¢do de extragdo (100 mg de tecido por
1 mL), contendo: 0,4 M NaCl, 0,05% de Tween 20 (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station,
E.U.A.), 0,5% de soro albumina bovina (BSA), 0,1 M fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), 0,1 M
de cloreto de benzeténio, 10 mM de 4cido ethilenodiaminotetracético (EDTA) e 20 kIU/mL de
aprotinina (Sigma), utilizando Ultra-Turrax (IKA Works, Wilmington, E.U.A.). O sobrenadante
do homogenato de cérebro foi coletado para determinar a concentragao de IL-10, IL-17A e
CCL5, na dilui¢ao de 1:10 em 1% BSA em tampao fosfato salino (PBS). As concentra¢ées foram
analisadas por ELISA de acordo com os procedimentos fornecidos pela fabricante dos anticorpos

(BD Biosciences PharMingen, San Diego, E.U.A.).

Anilise estatistica

Os resultados representam pelo menos dois experimentos independentes e sao apresentados
como média + SEM. Para andlise do escore clinico e dos pesos dos animais foram utilizados
two-way ANOVA, enquanto os paramétricos foram avaliados por ANOVA one-way. Todas as
andlises foram seguidas pelo teste Bonferroni de comparagao multipla (GraphPad Prism 5.00), e
as diferengas foram consideradas significativas para p <0,05.

3 Resultados

O tratamento com DDAAQ melhora o curso clinico da EAE

O curso clinico da EAE foi avaliado através do peso e escore clinico dos animais, tais
como, fraqueza ou paralisia da cauda e dos membros, bem como perda de peso corporal, que se
tornou aparente em torno de 10-12 dias apds a imunizagdo. As injecdes de ambos, DDAAQ e
MIT, nao influenciou o peso didrio, quando comparado aos animais do grupo EAE (Fig. 2A). A
administracio de DDAAQ demonstrou ser eficaz no tratamento da EAE induzida por MOG3s-
ss em camundongos. O escore clinico da EAE nos grupos tratados (DDAAQ e MIT) teve o pico

no 14° dia apé4s a imunizagdo, enquanto o grupo nao tratado (grupo EAE) atingiu o pico no 18°
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dia (Fig. 2B). A partir do dia 16, os grupos tratados DDAAQ e MIT apresentaram diferengas
pronunciadas no escore clinico, quando comparado ao grupo EAE (p <0,05).
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Fig. 2: Escore clinico e avaliagio de peso. Os animais foram monitorados diariamente quanto aos sinais clinicos de EAE depois
da imunizagio com 100pg do peptideo MOG35-55. (A) Avaliagio de peso de animais com EAE tratados ou nio com MIT
ou DDAAQ. (B) Escore clinico de animais com EAE tratados ou ndo com MIT ou DDAAQ. Cada ponto representa a média
aritmética + SEM, e os resultados sio representativos de dois diferentes experimentos. Linha pontilhada, comego do tratamento.
*, p<0,05 quando comparado MIT ou DDAAQ com EAE.

Niveis de IL-17A e IL-10 no sobrenadante do macerado de cérebro
Os niveis das citocinas IL-17A e IL-10 foram determinados no sobrenadante de macerados do

cérebro no 21° dia pés-imuniza¢io. Os grupos de camundongos DDAAQ e MIT mostraram um
aumento da produc¢io de IL-17 e IL-10 (Fig. 3A e B, respectivamente), quando comparado ao grupo
EAE (P <0,05).
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Fig. 3: Niveis de IL-17A e IL-10 no sobrenadante de macerados do cérebro de animais com EAE. Concentragio de 17A (A) e
IL-10 (B). Cada barra representa a média aritmética = SEM, e os resultados sdo representativos de dois experimentos diferentes.
# EAE comparado com controle; $ MIT comparado a EAE; oo DDAAQ comparado a EAE, p<0,05.

Niveis da quimiocina CCL5 no sobrenadante do macerado de cérebro
Os niveis da quimiocina CCL5 foram quantificados no sobrenadante de macerado de cérebro

no 21° dia pés-imunizagao. O grupo de camundongos DDAAQ apresentou uma liberagao de CCL5
diminuida (Fig. 4), quando comparado ao grupo EAE (p <0,05). O grupo MIT nio apresentou
diferenca estatistica na produgao de CCL5, quando comparado ao grupo EAE.

Principia, Juiz de Fora, v. 14, p. 19-28, jan./dez. 2010

23



24

2004

#
= 150+
3
£ 100- T
n
-
(&) 0
O 504
0 r T
A
IR N
&
9

Fig. 4: Niveis da quimiocina CCL5 no sobrenadante de macerados do cérebro de animais com EAE. Cada barra representa a
média aritmética +/- SEM, e os resultados sdo representativos de dois experimentos diferentes. # EAE comparado com controle;

oo DDAAQ comparado a EAE, p<0,05.

4 Discussao e conclusao

As terapias para impedir o curso da EM ainda sdo ineficazes quanto a diminuir os danos e a
incapacidade causada pela doenca. As falhas observadas na terapéutica atual tém sido relacionadas a
ineficiéncia do tratamento para promover a cura ou a recuperacio dos pacientes que se encontram
na fase avancada da doenca (PIAO et al., 2007). Por se tratar de uma doenca autoimune, uma das
estratégias para o tratamento ¢ a exclusao de populagées de células T auto-agressivas e as terapias
disponiveis sao primariamente baseadas no uso de imunomoduladores ou imunossupressores.

A EAE ¢ o modelo animal mais amplamente utilizado no estudo da EM e foi inicialmente
caracterizada como uma doen¢a mediada por linfécitos CD4* T helper 1 (Thl) e produgio de
citocinas pré-inflamatérias relacionadas a este tipo celular, como IFN-y e IL-12 (MARCONDES et
al., 2005; SOSPEDRA et al., 2005; WENSKY, 2005; De PAULA et al., 2008). Estudos posteriores
mostraram também a influéncia de linfécitos T helper 17 (Th17), através da produgao da citocina
pré-inﬂamatéria IL-17 (LAURENCE; O’ SHEA, 2007). Recentemente, foram propostos novos
subtipos de células Th17, classificados como patogénicas e reguladoras: a Th17 patogénica ¢é
caracterizada pela produgao de IL-17, IL-12 e IFN-y, enquanto a Th17 reguladora produz IL-17 e
IL-10. Neste tltimo caso a IL-10 produzida serd responsdvel pela regulagao da EAE, melhorando os
sinais clinicos da doenca (McGEACHY et al., 2007; IMLER; PETRO ]Jr, 2009).

Os resultados aqui apresentados demonstram que o tratamento com DDAAQ melhorou os
sinais clinicos da doenga EAE induzida em camundongos e promoveu um aumento de IL-17A e
IL-10, além da diminui¢do da liberagiao da quimiocina CCL5 no CNS. Camundongos induzidos
e tratados com DDAAQ apresentaram uma redugio dos sinais clinicos comparados aos animais
tratados com a MIT, sugerindo que o tratamento com DDAAQ induz um perfil caracterizado por
células Th17 imunoreguladoras (Th17reg). Além disso, a reducio da CCL5 pode estar relacionada
com uma baixa migracio de células Th1 para o SNC e também pode ser associada com a melhora
dos sinais da EAE (GLABINSKI et al., 2002; JALOSINSKI et al., 2008).

Portanto, os efeitos do DDAAQ apresentados, quando comparados aos efeitos da mitoxantrona,
sugerem que o principal mecanismo responsivel pelos efeitos clinicos deste composto sao, ativagio
de células Th17 reguladoras e redugio da migragio celular para o sistema nervoso central. No
entanto, sio necessarios estudos adicionais para verificar a eficdcia, seguranca e riscos toxicolégicos
na esclerose multipla.
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MITOXANTRONE ANALOGUE IMPROVES EAE THROUGH THE INCREASE
of IL-17/IL-10 anDp iNHIBITION OF CCLs

ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory disease directed against myelin proteins
of the brain and spinal cord and is the most common human demyelinating disease of the central
nervous system (CNS) that afflicts 1.4 million worldwide. A large number of cytokines and
chemokines play pivotal roles in the establishment and maintenance of autoimmune disorders,
acting in highly complex networks, and different cell types often exert overlapping and in part
redundant functions. Mitoxantrone (MIT), approved for the treatment of several forms of MS
in the United States of America and Europe, is an anticancer agent whose efficacy in treating MS
is believed to be due to inhibition of the proliferation of T cells, B cells, and macrophages. The
treatment with MIT, depending on the total cumulative dose, causes several side effects, such as
the development of chronic cardiotoxicity. Therefore, there is a need to develop effective and less
toxic drugs with particular reference to cardiotoxicity. In this study, we investigate the clinical
and immunological effects of N,N’-didodecanoyl-1,4-diaminoanthraquinone [DDAAQ)], a
lipophilic mitoxantrone analogue, on the myelin MOG-induced Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis (EAE) model. Female C57BL/6 mice were subcutaneously (s.c.) immunized
or not at both sides of the tail base with 100 pg of MOG 35-55 peptide. Mice were weighed
and observed daily for clinical signs of EAE up to 21 days post-immunization (dpi). Immunized
mice were given 1 mg/kg body weight of mitoxantrone or mitoxantrone analogue DDAAQ i.p.
daily, between the 14th dpi to 21st dpi. At the 21st dpi mice were sacrificed, brains were removed
and hemispheres were homogenized in extraction solution, centrifuged and supernatants were
collected to determine the concentration of IL-10, IL-17A and CCL5. The immunized mice
presented EAE signs such as weakness or paralysis of their tail and limbs as well as loss of body
weight, which became apparent around days 10-12 following immunization. Intraperitoneal
injections of DDAAQ demonstrated to be effective in treating EAE mice, showing, from day
16, pronounced differences in clinical score when compared to non treated EAE mice. DDAAQ
treated group showed an increase of IL-17 and IL-10 production and a decrease of CCL5 release
at CNS. The presents results suggests that the major mechanism responsible for clinical effects of
this compound are immunological mechanisms such as activation of Th17 regulatory cells and
the reduction of cellular enrollment for CNS.

Keywords: Multiple sclerosis. EAE. Mitoxantrone.
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