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RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca autoimune mediada por
linfocitos T e caracterizada por inflamagdo e degeneragdo do sistema
nervoso central (SNC). As terapias atualmente disponiveis possuem
acOes parcialmente efetivas e inimeras reagdes adversas. A inosina tem
demonstrado importante acdo imunomoduladora, neuroprotetora e anti-
hiperalgésica. Neste sentido, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito da inosina no desenvolvimento e progressdo da encefalomielite
autoimune experimental (EAE), o modelo experimental de
EM. Métodos: Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas com 6
a 12 semanas. A EAE foi induzida pela inoculagdo de emulsdo contendo
glicoproteina de mielina do oligodendrdcitos (MOG 35.55) suplementada
com 500 pg de Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra em ambos 0s
flancos traseiros nos dias 0 e 7. Em adic¢do, cada animal recebeu 300 ng
de Bordetella toxina Pertussis em 100 pL de solucdo salina por via
intraperitoneal (i.p.) no dia 0 e no dia 2 pés-imunizacdo (p.i.). Os
animais foram tratados pela via i.p., 2x dia, com inosina (1 ou 10 mg/kg)
ou solucdo salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg). O tratamento, juntamente
com a avaliagdo do peso corporal e dos sinais clinicos, ocorreu
diariamente por 40 dias. Entre 0 1° e 14° dia p.i. 0s animais foram
submetidos a diferentes testes comportamentais a fim de avaliar a
hiperalgesia mecanica e térmica ao frio, comportamento tipo-ansioso e
depressivo e sinais tipo-fadiga. No 40° dia p.i., os animais foram
eutanaziados; a medulaespinhal foi coletada paraa avaliacdo
histolégica do processo inflamatério e desmielinizante, imuno-
histoquimica para atividade astrocitaria e western
blot para a expressdo dos receptores Al e A2A, proteina cinase ERK1 e
p-ERK1; os linfonodos foram coletados para analise da citocina IL-17
por ELISA. Resultados: A inducdo da EAE foi evidenciada pela
presenca de sinais clinicos, a partir do 12° dia p.i. no grupo EAE +
veiculo. A inosina (1 e 10 mg/kg) retardou o surgimento dos escores
clinicos e inibiu a progressdo da doenca, com destaque para a dose de 1
mg/kg. Além disso, a inosina na dose de 1 mg/kg inibiu a hiperalgesia
mecénica e térmica ao frio, e a dose de 10 mg/kg inibiu apenas a
hiperalgesia térmica evidenciadas durante a fase pré-motora da doenga.
Ainda observou-se que a EAE induziu comportamentos do tipo-ansioso
no teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e sinais tipo-fadiga no teste
de nado forcado com sobrecarga durante a fase pré-motora da doenca, 0s
quais ndo foram revertidos pelo tratamento com inosina (1 mg/kg). Nao
observou-se comportamento tipo-depressivo nos animais EAE, porém



ainosina (1 mg/kg) demonstrou efeito ansiolitico no teste de suspensao
pela cauda (TSC). Além disso, verificou-se no teste do LCE auséncia de
alteragdes  locomotoras no  periodo avaliado. A  anélise
histol6gica demonstrou que a inosina (1 e 10 mg/kg) blogueou a
neuroinflamacdo e a desmielinizacdo, sendo a dose de 1mg/kg efetiva
em inibir ainda a ativacdo astrocitaria na medula espinhal apds inducéo
da EAE. Nos 6rgaos linfoides periféricos, a inosina (1 e 10
mg/kg) reduziu os niveis de IL-17 exacerbada pela EAE. Ademais, a
EAE aumentou a expressdo do A2AR na medula espinhal e a inosina (1
e 10 mg/kg) inibiu esse efeito. Em contrapartida, a inducdo da EAE
culminou com a diminuicdo significativa na expressdo de A1R no SNC,
a qual ndo foi modulada pelo tratamento com inosina. A EAE ndo
alterou a expressdo da ERKI, porém aumentou, de maneira
significativa, a expressdo de p-ERK1 na medula espinhal no 40° dia p.i.
Entretanto, o tratamento com inosina (1 e 10 mg/kg) ndo modulou a
fosforilacdo de ERK1 no SNC. Conclusdes: Os resultados do presente
trabalho demonstram que a inosina, com destaque para a dose de 1
mg/kg, retardou e reduziu os sinais clinicos motores, bem como a
hiperalgesia induzidos pela EAE. O efeito da inosina na dose de 1mg/kg
ocorreu, em parte, pela inibicdo da neuroinflamacéo e desmielinizacéo,
bem como por reducdo da atividade astrocitéria, do nivel de IL-17 em
tecido linfoide periférico e expressdo do A2AR no SNC.

Palavras-chave: Esclerose multipla. Hiperalgesia. Neuroinflamacéo.
Encefalomielite autoimune experimental. Inosina. A2AR.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a T cells-autoimmune, inflammatory
and demyelinating disease of the central nervous system (CNS).
Currently available therapies have partially effective actions and
numerous side reactions. Inosine showed immunomodulatory,
neuroprotective and anti-hyperalgesic action. The aim of this study was
to evaluate the inosine effect in the development and progression of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a MS experimental
model. Methods: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
was induced in female C57BL/6 mice (6-10 weeks of age) by
immunization with MOG 3555 peptide supplemented with 500 pg of
Mycobacterium tuberculosis extract H37Ra into the flanks on days O
and 7. All animals were also injected intraperitoneally (i.p.) on days 0
and 2 with 300 ng of Pertussis toxin. During 40 days, the animals
received inosine (1 or 10 mg/kg) or saline solution (0,9% NaCl, 10
mL/kg). The weight and clinical signs were evaluated daily. Among 1
and 14 days post immunization (p.i.) animals were subjected to different
behavioral tests to evaluate the mechanical and cold thermal
hyperalgesia, anxious and depressive-like behavior and fatigue-like
signs. Forty days p.i., the animals were euthanized; the spinal cord was
collected for inflammatory and demyelinating histological evaluation,
astrocyte activity immunohistochemistry and expression of A1 and A2A
receptors, protein kinase ERK1 and p-ERK1 by western blot; lymph
nodes were collected for IL-17 cytokine analysis by ELISA assay.
Results: In this present study, we report that EAE induction has been
evidenced by clinical signs appeared on day 12 p.i. on EAE + vehicle
group. Inosine (1 and 10 mg/kg) delayed the scores onset as well as the
disease progression and weight loss, particularly at 1 mg/kg dose.
Furthermore, inosine 1 mg/kg inhibited mechanical and cold thermal
hyperalgesia, 10 mg/kg dose inhibited only thermal allodynia evidenced
during the pre-motor stage of the disease. It was also found that EAE
induced anxious-like behavior on the elevated plus maze test (ECL) and
fatigue-like sign in the weight load swimming test (WLST) on the pre-
motor stage, which were not reversed by treatment with inosine
(Img/kg). It was not observed depressive-like behavior in EAE +
vehicle group, however, inosine (1 mg/kg) showed anxiolytic effect in
the tail suspension test (TST). In addition, it was found in the EPM test
lack of locomotor changes on the evaluated period. Histological analysis
showed that inosine (1 and 10 mg/kg) blocked neuroinflammation and



demyelination in the spinal cord after EAE induction, and 1mg/kg
inosine also inhibited astrocytic activity. In the secondary lymphoid
tissue, inosine (1 and 10 mg/kg) inhibited the IL-17 levels exacerbated
by EAE. Furthermore, EAE increased A2AR expression in the spinal
cord and inosine (1 and 10 mg/kg) inhibit this up-regulation. On the
order hand, EAE immunization induced down-regulation of A1R in the
CNS, which was not modulated by inosine treatment. EAE did not alter
the ERK1 expression, but increased p-ERK1 expression in the spinal
cord at day 40 p.i. Treatment with inosine (1 and 10 mg/kg) did not
modulate the ERK1 phosphorylation in the CNS. Conclusions: These
results indicate that inosine, with emphasis on the 1mg/kg dose, delayed
and reduced EAE clinical symptoms and hyperalgesia. The inosine
effect is mediated, in part, by reducing neuroinflammation and
demyelination, as well as reduction of astrocytic activity, IL-17 levels
and A2ARs expression.

Keywords: Multiple Sclerosis. Hyperalgesia. Neuroinflammation.
Experimental autoimmune encephalomyelitis. Inosine. A2ARs.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso € um sistema de comunicacdo complexo que
proporciona ao organismo interacdo entre seus componentes internos,
assim como do préprio organismo com 0 meio externo. Subdividido em
central (SNC) e periférico (SNP), o sistema nervoso compreende
componentes sensoriais e motores capazes de integrar, processar e
armazenar informacdes, além de fornecer repostas efetoras. A estrutura
complexa do SNC é composta por neurbnios e células da glia
(astrdcitos, oligodendrocitos e microglia), cujas funcdes englobam
auxilio no controle do ambiente neuronal, suporte da transmissdo do
potencial de a¢do ao longo do neurdnio e mecanismos de defesa celular
(KANDEL, 2000; WILLIS JR, 2003)

Nesse ambiente, para que uma informacdo seja transmitida pelo
sistema de comunicacdo, é necessaria a propagacdo e transmissdo do
potencial de acdo (PA) pela rede neuronal. A conducdo do PA pelos
axonios se torna mais rapida quando estes sdo envoltos pela bainha de
mielina. No SNC, os oligodendrocitos sdo as células produtoras e
mantedoras dessa bainha lipoproteica (KANDEL, 2000; NAVE, 2010).
Quando na presenca de determinadas alteracfes no ambiente neuronal,
provenientes de fatores genéticos, certas infeccdes virais e células do
préprio sistema imunoldgico, uma danificacdo na bainha de mielina com
consequente  desmielinizagdo  axonal pode vir a ocorrer
(RAMAGOPALAN et al., 2010). Em decorréncia desse processo, a
transmissdo do PA é prejudicada e, consequentemente, as funcdes
relacionadas ao neurdnio acometido, tais como percepc¢des sensoriais,
cognicdo e atividades motoras (KANDEL, 2000; WILLIS JR, 2003).

Neste contexto, a Esclerose Multipla (EM), uma doenga
inflamatdria crbnica e desmielinizante do SNC, mediada por resposta
autoimune com consequente neurodegeneracdo progressiva merece
atencdo (NYLANDER e HAFLER, 2012; SAWCER, FRANKLIN e
BAN, 2014). Atualmente, a EM tem distribuicdo mundial atingindo
cerca de 2,5 milhdes de pessoas (FEDERATION, 2013), sendo
considerada a razdo mais comum de prejuizos neurol6gicos nao
traumaticos em jovens adultos, comprometendo sua qualidade de vida
(QV) pessoal e social, além de gerar altos custos para o sistema de salde
na manutencdo da QV em pacientes portadores (BLAHOVA
DUSANKOVA et al., 2012).
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1.1 ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

1.1.1 Histérico

Os primeiros relatos a compor a histéria da EM surgiram em
meados do século XIX, quando Robert Carswell descreveu lesdes
medulares acompanhadas de atrofia em paciente po6s-mortem,
consideradas descricdes de uma nova patologia (COMPSTON e
COLES, 2008). Em 1868, a observacdo de Jean Martin Charcot do
acumulo de células inflamatdrias na substancia branca do encéfalo e da
medula espinhal de pacientes com disfun¢des neuroldgicas, conduziu a
terminologia “esclerose em placas disseminadas”, posteriormente
denominada EM (HAFLER, 2004).

Apos, grandes avangos foram alcancados no que se refere as
possiveis causas da doenga. Em 1884, Pierre Marie apontou o provavel
envolvimento de um agente infeccioso (MOREIRA et al., 2002). Ja em
1933, Thomas Rivers sugeriu que a EM era consequéncia da resposta
autoimune em individuos geneticamente susceptiveis. Anos apés, a
constatacdo do aumento de imunoglobulinas (Ig) oligoclonais no liquor
de portadores da doenca por Elvin Kabat, em 1948, conduziu a hipdtese
da natureza inflamatéria da doenca (HAFLER, 2004).

Embora a causa inicial da doenca ainda seja parcialmente
desconhecida, inimeras pesquisas realizadas nos ultimos anos buscaram
uma melhor compreensao dos mecanismos relacionados a patogénese da
EM. Assim, atualmente, a EM é definida como uma doenca autoimune
mediada por linfocitos T autorreativos. A neuroinflamacédo, induzida
pela migracdo de células linfocitarias decorrente do aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) resulta no processo
neurodegenerativo, caracterizado por desmielinizacdo, dano axonal,
morte de neurdnios e oligodendrécitos, com consequente déficit motor,
sensitivo e cognitivo (MCFARLAND e MARTIN, 2007).

1.1.2 Epidemiologia e Etiologia da EM

A EM, ao contrario da maioria das doencas neurodegenerativas, é
prevalente em adultos jovens (20 a 40 anos) e atinge preferencialmente
as mulheres (COMPSTON e COLES, 2008). A maior incidéncia da
doenca atinge regides norte da América do Norte e Europa (140 e 108
casos por 100.000 habitantes, respectivamente), classificados como
paises de alto risco, juntamente com o sul do Canad4, Nova Zelandia e
sul da Austrélia. O sul da Europa e EUA possuem média prevaléncia, ao
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passo que a Africa e o leste da Asia (2,1 e 2,2 casos por 100.000
habitantes, respectivamente) estdo classificados como paises de menor
risco (MORALES, PARISI e LUCCHINETTI, 2006). Pesquisas
revelam que a frequéncia de casos de EM na América Latina tem
aumentado consideravelmente (RIVERA et al., 2014), o que a coloca
em fase de transicdo de baixa para média prevaléncia (CRISTIANO,
PATRUCCO e ROJAS, 2008). Cabe ressaltar que o Brasil encontra-se,
atualmente, entre os paises de médio risco, com estimativa de 10 a 30
casos para cada 100.000 habitantes (MORALES, PARISI e
LUCCHINETT]I, 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo mundial da prevaléncia de EM nos diferentes
continentes. Fonte: Adaptado de http://www.atlasofms.org/

Conforme descrito anteriormente, a etiologia da EM ndo é
inteiramente conhecida, e dados atuais sugerem que uma combinagdo
entre fatores genéticos e ambientais sejam capazes de desencadear a
doenca.

Fatores genéticos

A susceptibilidade genética do individuo & EM pode ocorrer por
influéncia de sua origem étnica, havendo grupos de maior e menor risco.
Estudos demonstram que americanos nativos e com descendéncia
africana, mexicanos, porto-riquenhos, japoneses, filipinos e chineses
possuem baixa prevaléncia da EM, o que aponta para um efeito racial
geneticamente determinado (KURTZKE, BEEBE e NORMAN, 1979).

Dados de historicos familiares referentes a EM raramente
ultrapassam de 3-4 casos (WILLER et al., 2007), seguidos da reducéo
nos riscos em adquirir a doenca nas geracoes seguintes, a qual reduz de
20% para, aproximadamente, 3-1% (ROBERTSON et al., 1996). Além
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disso, estudos epidemiol6gicos em diferentes paises sugerem a auséncia
no padrdo de incidéncia da EM em gémeos. A taxa de gémeos
homozigdticos portadores da doenca no Canadd e Reino Unido
sobrepde-se a taxa de heterozigdticos (25% versus 5%) (MUMFORD et
al., 1994; WILLER et al., 2003), enquanto na Itilia e Franca tém-se
taxas equivalentes (SCLEROSIS., 1992; RISTORI et al., 2006).

Associacdo entre EM e variagbes genéticas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), especificamente em genes
codificadores de HLA (antigeno leucocitario humano), geraram indicios
do novo fator genético nos anos 70 (COMPSTON, BATCHELOR e
MCDONALD, 1976; RAMAGOPALAN e EBERS, 2009). Embora os
haplotipos protetores de HLA possam influenciar na susceptibilidade a
doenca, assim como na sua distribuicdo, fatores como o polimorfismo
genético dificultam as pesquisas (RAMAGOPALAN et al., 2007
HORTON et al., 2008).

Mundialmente, a EM ¢é prevalente no sexo feminino, cuja razéo
de incidéncia mulher/homem tem aumentado nas Ultimas décadas (2,3 a
3,5:1), sendo, consideravelmente, mais elevada em regiGes como leste
da Asia e América do Norte (COMPSTON e COLES, 2008;
FEDERATION, 2013). Embora a razdo para essa diferenca de risco
entre 0s sexos ndo seja totalmente compreendida, estudos gendmicos
buscam demonstrar correlagdes entre o sexo feminino e a EM. De
acordo com pesquisadores, o cromossomo X pode estar diretamente
correlacionado a autoimunidade (SELMI, 2008). Observou-se que a
susceptibilidade ao modelo animal de EM, a EAE (encefalomielite
autoimune experimental), ¢ maior na presenca de dois cromossomos X
(SMITH-BOUVIER et al., 2008). Além disso, Voskuhl e colaboradores
(1996) demonstraram que, células T obtidas de linfonodos provenientes
de doadores fémeas sdo capazes de induzir resposta imune, assim como
0 desenvolvimento da EAE, de forma muito mais agressiva quando
comparado a doadores machos.

Logo, evidéncias como a existéncia da discordancia na razdo de
gémeos homozigdticos portadores de EM, assim como o rapido aumento
na prevaléncia da doenca entre mulheres, demonstram a relevancia dos
fatores ambientais no desenvolvimento da EM.

Fatores Ambientais

H& décadas, pesquisadores permanecem na busca continua por
fatores ambientais que podem estar associados aos riscos de
susceptibilidade a EM. Os fatores que tem atraido a maior atengdo sao:
infeccOes virais pré-definidas (KIM et al., 2000; GOODIN, 2009), alta
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exposicdo ao tabaco (HERNAN, OLEK e ASCHERIO, 2001),
contrariamente, baixa exposicdo a luz solar e a producdo reduzida de
vitamina D (PIERROT-DESEILLIGNY, 2009; ASCHERIO, MUNGER
e SIMON, 2010).

Dentre os alvos virais de potencial associacdo a EM, o de maior
interesse entre os pesquisadores é a infeccdo causada pelo virus
Epstein-Bar (EBV). Dados prévios demonstraram que mais de 99% dos
pacientes portadores de EM sdo soropositivos para EBV (GOODIN,
2009). Apesar da alta prevaléncia do virus na populacdo em geral, a
soronegatividade para 0 mesmo esta associada ao baixo risco no
desenvolvimento da EM (ASCHERIO e MUNGER, 2007). Por outro
lado, uma infec¢do sintomatica por EBV pode duplicar os riscos de
adquirir a doenca (HANDEL et al., 2010). Outro possivel agente
infeccioso associado a EM ¢é o herpes virus humano-6 (HHV6), uma vez
detectado sua presenga no soro, fluido cérebro-espinal e lesdes em
tecidos de portadores de EM (CHALLONER et al., 1995; KIM et al.,
2000). Ademais, o HHV6 possui potencial neurotrépico, com elevada
afinidade para oligodendrdcitos e mielina (ALBRIGHT et al., 1998),
além de infectar linfocitos T com suposto efeito modulatério do sistema
imune (DOCKRELL, SMITH e PAYA, 1999). Uma das hipdteses que
explica a possivel correlagdo entre as infec¢bes virais e a EM é o
mimetismo molecular. Segundo esta hipoOtese, apds a exposicdo ao
patégeno, o complexo MHC/epitopo presente na célula apresentadora de
antigeno (APC) assemelha-se a um peptideo enddgeno, por exemplo, a
proteina basica de mielina (MBP) quando complexada ao MHC
(LIBBEY, MCCOY e FUJINAMI, 2007; CHASTAIN e MILLER,
2012), iniciando assim, a resposta autoimune no hospedeiro.

Dentre os fatores ambientais ndo-infecciosos, a deficiéncia de
vitamina D associada a baixa exposicdo solar sdo elementos potenciais
para a correlagdo entre a prevaléncia da EM a determinadas regides, pois
trata-se de uma doenca prevalente em altas latitudes, as quais
apresentam intensidade e duracdo da luz solar reduzidas (ASCHERIO,
MUNGER e SIMON, 2010; SIMPSON et al., 2011). A exposicdo a luz
ultravioleta B é a principal forma de obtencéo da vitamina D, pois a
ingestdo alimentar contribui com apenas 30% nos niveis enddgenos, a
gual ainda ndo é biologicamente ativa (HOLICK, 2004). A forma
biologicamente ativa da vitamina D é a 1,25-diidroxivitamina D3, cujo
papel central é a modulagdo da resposta imune, devido & presenca de
receptores para a vitamina na maioria das células imunoldgicas
(BHALLA et al., 1984). Estudos com portadores de EM revelam baixo
nivel sérico de vitamina D, os quais tém sido associados aos periodos de
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surtos (SIMPSON et al., 2010; RUNIA et al., 2012). Autores sugerem
gue a vitamina D estimule a proliferacdo de células troco neurais, bem
como sua diferenciacdo em oligodendrdcitos (SHIRAZI et al., 2015).
Além disso, pesquisas anteriores tém demonstrado o efeito protetor da
vitamina D, tanto na EM quanto na EAE, associado ao aumento do nivel
da citocina anti-inflamatétria IL-10 (SPACH et al., 2006; FARSANI,
BEHMANESH e SAHRAIAN, 2015). A elevacdo dos niveis séricos de
vitamina D em paicentes com EM, como por ingestdo suplementar, tém
demonstrado correlacdo ao desenvolvimento da doenga atuando na
reducdo dos escores clinicos (MUNGER et al., 2004; FARSANI,
BEHMANESH e SAHRAIAN, 2015)

Ademais, o tabaco também fora reconhecido um fator de risco
ambiental para a EM, baseando-se em evidéncias que relatam maior
incidéncia da doenca em fumantes (HERNAN, OLEK e ASCHERIO,
2001). Cabe ressaltar que pesquisadores sugerem haver uma interacdo
do cigarro com os fatores de risco genéticos associados ao surgimento
da EM, uma interacdo ndo observada em ndo fumantes. Além disso,
outras substancias presentes no cigarro, além da nicotina, parecem estar
envolvidas com o aparecimento da EM, principalmente, pelo fato de que
apenas 0 uso do tabaco ndo eleva os riscos em adquirir a doenca
(HEDSTROM et al., 2009).

1.1.3 Sintomas e medidas de diagndstico na EM

A EM ¢ uma doenca associada a uma ampla variedade de
sintomas. Inicialmente, observam-se distlrbios sensoriais, sendo mais
comum a parestesia (dorméncia e formigamento) e disestesia
(modificacdo na percepcdo dos sentidos, sobretudo do tato), além de
diplopia, ataxia e vertigem. Distlrbios do esfincter urinario com
consequente incontinéncia urindria acometem mais de 90% dos
pacientes, ao passo que a constipacao intestinal atinge em torno de 30%
deles. Outro sinal comum presente na EM ¢é a neurite Gptica, seguida de
perda parcial ou total da visdo. Aproximadamente 90% dos pacientes
sofrem de fadiga, debilidade de grande influéncia na rotina de trabalho
mais comumente associada a EM (HAUSER SL, 2008). Entretanto, o
déficit locomotor é provavelmente a deficiéncia mais comprometedora
das atividades diérias do paciente com EM. A mobilidade ainda pode ser
afetada pela perda de equilibrio, fraqueza e espasmos musculares que
atingem principalmente os membros inferiores (VAN ASCH, 2011).

Embora a prevaléncia da dor varie de 29% (CLIFFORD, 1984)
até 86% nos portadores de EM (STENAGER, KNUDSEN e JENSEN,
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1995), cabe ressaltar que se trata de um sintoma relativamente comum
em pacientes com a doenca e sua manifestacdo colabora de forma
vigorosa para a reducdo na QV (SVENDSEN et al., 2003). Exemplos
deste fato podem ser observados em estudos realizados por Gallien e
colaboradores (2014), no qual 12% dos pacientes com EM classificam a
dor como o pior sintoma. Dentre os tipos de dor relatados pelos
pacientes nessa pesquisa, a dor neuropatica representou 29%, perdendo
apenas para as dores de cabeca (36%) (GALLIEN et al., 2014). A dor
neuropética €, atualmente, definida pela International Association for
the Study of Pain (IASP) como a dor decorrente de uma lesdo ou
enfermidade afetando o sistema somatossensorial. J& em relacdo a
sensacao dolorosa obtida, pode-se gerar uma hiperalgesia, por meio de
um estimulo que aumente a sensibilidade a dor, ou uma alodinia, que
provird de um estimulo naturalmente incapaz de ativar nociceptores
(LOESER e TREEDE, 2008). A manifestacdo da dor neuropatica em
pacientes com EM pode ocorrer por alodinia mecénica ou ao frio, assim
como por hiperalgesia mecanica e térmica (OSTERBERG, BOIVIE e
THUOMAS, 2005; SVENDSEN et al., 2005).

Neste contexto, pode-se observar que dentre os mais variados
sintomas da EM, as manifestacdes clinicas na maioria dos pacientes séo
distirbios motores, sensoriais e visuais, ou seja, sintomas nao
especificos da doenca, o que dificulta o seu diagnostico (COMPSTON e
COLES, 2008). Além disso, ndo é possivel diagnosticar EM por ensaios
imunoldgicos especificos, sendo o histérico clinico do paciente 0 meio
mais utilizado e, quando necessario, os exames de imagem do SNC
(HAFLER, 2004). As imagens de ressonancia magnética (POLLAK et
al., 2002) tem sido importante para diagnosticar a doenca em sua fase
inicial de forma mais precisa por meio da revelacdo de placas de
esclerose na substancia branca do SNC em mais de 95% dos pacientes.
No entanto, apenas a presenca de mdltiplas lesbes ou lesdes
acompanhadas de sintomas clinicos ndo confirma a doenca
(COMPSTON e COLES, 2008). A analise imunolégica colabora
grandemente na compreensdo da patogénese da EM e seus diferentes
cursos de progressdo. Embora ndo haja marcadores bioldgicos
especificos, a analise do sangue periférico de pacientes busca detectar
alteracdes nos niveis de mediadores inflamatérios e linfécitos,
permitindo assim auxiliar no diagnéstico da doenca, como também
determinar em qual estagio ela se encontra (TORTORELLA et al.,
2014). Além disso, utiliza-se 0 método de eletroforese proteica do liquor
do paciente, a fim de detectar bandas oligoclonais, as quais, quando
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presentes, sugerem a sintese de lg intratecal, encontrada em torno de
90% dos pacientes com EM (COMPSTON e COLES, 2008).

1.1.4 Classificacao dos padrdes de progressdo da EM

Atualmente, a EM é classificada segundo diferentes subtipos, ou
padrdes de progressdo, os quais permitem “prever” a evolugdo da
doenca (HAFLER, 2004) (Figura 2).

Progressiva - remissio: déficit locomotor
constante desde o inicio dos sintomas com
surtes sobrepostos.

Progressiva - secunddria: surtos e remissdes
iniciais, e espontaneamente aunséncia de
periodos de remissdes.

Progressiva - primdria: aumento constante
da incapacidade motora, sem surtos.

Surto - remissio: surtos imprevisiveisque podem
ou nio deixar prejuizos locomotoras permanentes
seguidos por periodos de remissio.

Aumento da incapacidade motora -

Tempo ———p

Figura 2: Os quatro padrdes de progressdo da EM. Progressiva — remissao,
Progressiva — secunddria, Progressiva — primaria e Surto — remissdo. Figura
adaptada de Andersson et al. (1999).

A forma surto-remissdo (EMSR) é o tipo mais comumente
diagnosticado em pacientes com EM (85%), caracterizada pela
exacerbacdo dos sintomas em surtos seguida de periodos de recuperacao
dos mesmos — denominado remissdo (GOLDENBERG, 2012). Quando
a recuperacdo apds o0s surtos torna-se reduzida, as debilidades
neurolégicas se acumulam, pois a neurodegeneracdo torna-se
progressiva. E 0 que ocorre com aproximadamente 80% dos pacientes
com EMSR, ou seja, uma evolucdo para a EM progressiva secundaria
(EMPS) (CONFAVREUX et al, 2000; FEDERATION, 2013).
Atingindo cerca de 10% dos pacientes, a forma progressiva primaria
(EMPP) caracteriza-se desde o inicio pela auséncia de surtos, porém
com agravamento gradual dos sintomas e caréncia de periodos de
remissdo. A (ltima e mais rara forma de EM € a surto-progressiva
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(EMSP), diagnosticada em, apenas, 5% dos pacientes, caracterizada por
progressdo continua da doenga com pequenos surtos sem periodos de
remissdo, com a possibilidade de haver alguma recuperagédo
(GOLDENBERG, 2012).

1.1.5 Mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da EM

Os mecanismos moleculares que desencadeiam a EM estdo sob
continua investigacdo (NYLANDER e HAFLER, 2012). Acredita-se
gue 0 processo inicia-se por meio de uma resposta autoimune contra
proteinas de mielina, seguida de intensa migracdo de linfocitos T
autorreativos para 0 SNC (COMPSTON e COLES, 2008). Embora
células T autorreativas sejam comumente encontradas no liquor e
sangue periférico de pessoas saudaveis, ha uma ativacdo acentuada
destas células em pacientes com EM (FROHMAN, RACKE e RAINE,
2006), ou seja, possuem maior interacdo com a BHE e consequente
inflamacdo no SNC (COMABELLA e KHOURY, 2012). No entanto,
até o presente momento, pouco se sabe acerca de como a ativagdo dessas
células T ocorre nos linfonodos. O mecanismo provavel que justifica tal
processo é a ocorréncia do mimetismo molecular ou reatividade cruzada,
conforme ja descrito anteriormente, no qual o mimetismo ocorre entre
epitopos  virais ou microbianos e epitopos de mielina
(WUCHERPFENNIG e STROMINGER, 1995). Esses fragmentos
protéicos sdo reconhecidos pelas APCs, tais como as células dendriticas,
e subsequentemente apresentados na periferia as células T, através do
MHC classe Il. Em seguida, moléculas co-estimuladoras induzem a
ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo dessas células T em células
efetoras, tais como linfocitos Th (linfécitos T helper) CD4" Thi, Thi7,
Th2 e Treg (T regulatorios), dentre outros (KOCH et al., 2013).

Apo6s a ocorréncia da ativagdo e proliferacdo de linfocitos T
autorreativos, segue o processo de migracdo dessas células pela BHE.
Essa etapa depende da expressdo de moléculas de adesdo pelas células
endoteliais. Dentre essas, cita-se a molécula de adeséo celular vascular 1
(VCAM-1), a qual interage com as moléculas de adesdo expressas na
membrana dos linfocitos T autoimunes, por exemplo, a integrina 041
(VLA-4) (HAFLER, 2004). Além disso, quimiocinas, tais como a
CXCL 12 (HOLMAN, KLEIN e RANSOHOFF, 2011), e
metaloproteinases (MMPs) (WAUBANT et al, 1999) também
favorecem a migracéo e penetracdo dos linfocitos T autorreativos para o
SNC.
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No SNC, as células T sdo reativadas por APCs, principalmente, a
microglia, as quais em conjunto liberam radicais livres, citocinas e
proteases que contribuem para a neuroinflamacdo, desmielinizacdo e
neurodegeneracdo axonal cronica (COMABELLA e KHOURY, 2012).
Conforme ja mencionado, linfécitos T ativados se diferenciam em
distintas linhagens, algumas das quais produzem citocinas pro-
inflamatdrias, como os linfdcitos Thle Th17, enquanto outras secretam
citocinas anti-inflamatorias, como o Th2 (MOSMANN et al., 1986).

A célula Th17, produtora da citocina pro-inflamatéria IL-17, tem
demonstrado alto potencial patogénico na EM, uma vez que possui
maior expressdo de marcadores de ativagdo, co-estimuladores e
moléculas de adesdo que as células Thl (BRUCKLACHER-WALDERT
et al., 2009). Dados revelam alta expressdo de IL-17 no sangue, liquor e
tecido cerebral de pacientes com EM (TZARTOS et al., 2008), estando
fortemente associada as placas de desmielinizacdo e a severidade da
doenca (MATUSEVICIUS, 1999, HEDEGAARD 2008). O potencial
patogénico da IL-17 esta correlacionado a infiltracdo de células T, pois
contribui com a adesdo celular @ BHE e com a regulagdo de diferentes
vias de sinalizacdo pro-inflamatérias (SHABGAH 2014), facilitando,
assim, a neuroinflamacéo (KEBIR 2007; STROMNES et al., 2008). Por
outro lado, um possivel comprometimento na funcdo das células anti-
inflamatorias Treg e Th2 em pacientes com EM seja responsavel pela
incapacidade em suprimir a ativacdo de células T reativas a mielina
(VIGLIETTA et al., 2004).

Além das células T CD4", evidéncias tém sugerido o importante
papel das células T CD8" na patogénese da EM. Por exemplo, o ndmero
elevado no infiltrado inflamatério de lesdes do SNC (BABBE et al.,
2000), a presenga de uma expansdo clonal dessas células e sua
persisténcia por anos no liquor (SKULINA et al., 2004), além da
possivel influéncia no aumento da permeabilidade vascular do SNC
(JOHNSON et al., 2007) e uma relagéo causal sobre 0 dano nos ax6nios
(BITSCH et al., 2000) tem sido evidenciada em pacientes com EM.

Estudos indicam que a imunidade humoral também apresenta
funcéo significativa na patogénese da EM, baseada em fatos como: o
nimero elevado de células B (QIN et al., 1998) e uma produgdo
intratecal persistente de 1gG oligoclonais no liquor de pacientes com EM
(LINK e HUANG, 2006); a participagdo direta dos linfécitos B no
processo de desmielinizacdo, através da producdo de anticorpos
especificos contra os oligodendrécitos, juntamente, com os diferentes
mediadores inflamatérios presentes no ambiente neuroinflamatério
(O'CONNOR et al., 2005) (Figura 3).
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Figura 3: Patogénese da EM, com o0s respectivos mecanismos moleculares
envolvidos. I: apresentacdo de antigeno (fragmentos protéicos semelhantes aos
da mielina) pelas APC as células T ativando-as (células T efetoras autorreativas)
nos 6rgdos linféides periféricos, 11: proliferagdo e diferenciagdo de células T
efetoras em linfocitos Thl e Thl7 autorreativos, na corrente sanguinea, Ill:
liberacdo de quimiocinas favorecendo a migracdo e infiltragdo de células T
efetoras da periferia para 0 SNC, IV: aumento da permeabilidade da BHE pelas
moléculas de adeséo celular, V: células T efetoras ativam astrdcitos a liberarem
citocinas pré-inflamatdrias, VI: microglia apresenta fragmentos proteicos de
mielina aos linfocitos T efetores (Thl e Thl7) reativando-os no SNC, VII:
processo de desmielinizagdo envolvendo perda de oligodendrécitos e dano
axonal devido a neurotoxicidade induzidas por linfocitos Thl e Thl7
autorreativos, linfocitos CTL, linfécitos B, macr6fagos, astrocitos e microglia
ativados. APC: célula apresentadora de antigeno, T: linfécito T, Thl: célula T
helper 1, Th17: célula T helper 17, BHE: barreira hemato enceféalica, GPCR:
receptor acoplado a proteina G, CTL: linfécito citotoxico CD8'. Figura
adaptada de Du e Xie (2012).

Conforme discutido anteriormente, muitos componentes do
sistema imunoldgico estdo envolvidos na desmielinizagdo, morte de
oligodendrécitos e dano axonal que ocorrem na EM (LASSMANN,
VAN HORSSEN e MAHAD, 2012). No entanto, outros fatores néo-
imunoldgicos contribuem para a neurodegeneracdo durante a doenca
(ELLWARDT e ZIPP, 2014). O estresse oxidativo, consequente ao
processo inflamatério, leva a producdo de espécies reativas de oxigénio
gue provocam disfuncdo mitocondrial (MAHAD et al., 2008), um fator
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importante em doengas neurodegenerativas (QUINTANILLA e
JOHNSON, 2009; HAUSER e HASTINGS, 2013). Na EM, dados
anteriores demonstram intenso dano mitocondrial com consequente
disfuncdo na atividade oxidativa celular, os quais contribuem para o
dano tecidual pela falha no suprimento de oxigénio pelos
oligodendrécitos e neurdnios (MAHAD et al., 2008). Paralelamente, o
neurotransmissor excitatorio glutamato também esta correlacionado a
neurodegeneracdo e neuroinflamacdo (ELLWARDT e ZIPP, 2014). Sob
condi¢des patoldgicas, neurbnios, astrcitos e células imunoldgicas séo
capazes de secretar grandes quantidades de glutamato (LI et al., 1999;
YE et al., 2003; MCFARLAND e MARTIN, 2007), a qual esta
diretamente relacionada a morte neuronal e de oligodendrocitos. Essa
ideia suporta os altos niveis deste neurotransmissor em lesfes de
pacientes com EM (SRINIVASAN et al.,, 2005), assim como sua
associacdo aos danos na mielina, oligodendrocitos e axénios (MICU et
al., 2006). Dentre as diferentes vias de sinalizacdo, a via das MAPKSs, a
qgual compreende a ERKZ1/2, possui envolvimento no controle da
resposta imunoldgica (GARRINGTON e JOHNSON, 1999), o que a
torna alvo de interesse na patogénese da EM. Dados anteriores indicam
gue a severidade clinica da EAE pode ser bloqueada por inibidores de
ERK (BRERETON et al., 2009). A inibicdo ERK1/2 via Rafl em
células T resulta em consequente reducdo do processo inflamatério
(HUANG et al., 1997; LAPPAS, RIEGER e LINDEN, 2005). Ademais,
Tan e colaboradores (1999) demonstraram que a inibigdo de ERK1/2
esta correlacionada a reduzida liberacdo de TNF-a pela micréglia.
Entretanto, estudos prévios in vivo demonstraram que a delecdo génica
de ERK1 exacerba a progressao e a severidade da EAE (AGRAWAL et
al., 2006). Autores sugerem que o aumento na fosforilacdo de ERK
contribui para a maturacdo de oligodendrocitos in vitro e,
consequentemente, com o processo remielinizante (FYFFE-MARICICH
etal., 2013).

1.1.6 O modelo animal de encefalomielite autoimune experimental
(EAE)

Muitos dos elementos envolvidos na patogénese da EM descritos
anteriormente foram identificados no modelo experimental de
encefalomielite autoimune experimental (EAE), o que a torna 0 modelo
mais utilizado para o estudo da EM, assim como para a identificacdo de
novos alvos e agentes farmacologicos (FAROOQI, GRAN e
CONSTANTINESCU, 2010). No entanto, ao contrario da EM, a EAE se
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desenvolve a partir de uma imunizagdo externa, enquanto em humanos a
sensibiliza¢do aos autoantigenos ocorre de forma natural (GRAN, 2007).
Juntamente ao desconhecido fator causal da EM, essa é a principal
limitacdo do modelo, que o impede de ser utilizado para investigagdo
dos possiveis eventos iniciais que desencadeiam a EM (STROMNES e
GOVERMAN, 2006).

O modelo da EAE surgiu em 1925, através da observacao de que
coelhos imunizados com homogenato de medula espinhal humana
exibiam inflamacdo no SNC, com posterior paralisia. Atualmente, a
inducdo da EAE pode ocorrer de duas maneiras distintas: ativa ou
passiva. Para a imunizacdo ativa, utiliza-se peptidios ou proteina de
mielina (Figura 4) como a MBP, a proteolipoproteina (PLP) ou
glicoproteina de mielina do oligodendrécito (MOG) em adjuvante
completo de Freund (CFA). Esses peptidios de mielina sdo inoculados
via subcutanea nos flancos traseiro do roedor, de forma que células do
sistema imune inato, como células dendriticas, captam esse antigeno e o
apresentam as células T nos 6rgdos linfoides periféricos. Assim, inicia-
se a cascata patogénica da EAE no animal, de forma semelhante a EM.
(STROMNES e GOVERMAN, 2006a). Por outro lado, a imunizagédo
passiva ocorre pela transferéncia de células T CD4" previamente
reativas aos antigenos de mielina. Nesse método de imunizagdo, ndo
ocorre uma primeira apresentacdo do antigeno aos linfocitos T no tecido
linfoide periférico. Essas células diferenciadas, ja efetoras ao serem
inoculadas, seguem o processo de neuroinflamacdo migrando do tecido
linfoide periférico para 0 SNC. (STROMNES e GOVERMAN, 2006b).



32

Glicoesfingolipidio

09 J\t MAG
o> QBT | D
Oligodendrécito [ )‘:}‘\24‘),‘l . ‘j:g‘) -
Daid Mo | FIOHIGDSPH LN 2 @
NI e e 0
L 7 RO e
CHUT) (
\ ARG ;
Bainha de mielina Ay AN DioUAE O
e 89 8y e 8 ~
= s AR l/ :"\ 5 8P
s ~ Il
N ’j pPLP
Bainha de mielina

Ax0nio
Nodo de Ranvier

Figura 4: Proteinas de membrana antigénicas que compdem a bainha de
mielina no SNC. PLP: proteolipoproteina, MAG: glicoproteina associada a
mielina, MOG: glicoproteina de mielina dos oligodendrécitos, MBP: proteina
basica de mielina, CNP: 3’-fospodiesterase 2'3’-nucleotidio ciclico. Figura
adaptada de Podbielska et al. (2013).

O modelo da EAE é comumente utilizado em ratos e
camundongos, porém os ultimos sdo favorecidos devido a ampla
variedade genética, modelos de delecdo génica e a grande
disponibilidade de reagentes para essa espécie (STROMNES e
GOVERMAN, 2006a). Desse modo, de acordo com a linhagem o curso
da EAE pode suceder de diferentes formas. Por exemplo, a imunizacéo
de camundongos C57BL/6 com MOG35-55 pode induzir a forma
monofasica ou cronica da EAE (STROMNES e GOVERMAN, 2006a),
enquanto camundongos SJL/J ao serem imunizados com PLP139-151
desencadeia o tipo surto-remissdo da EM (MCRAE et al., 1995). No
caso dos ratos, a imunizagdo da linhagem Lewis com MBP ¢ capaz de
gerar intensa neuroinflamagdo, mas com pouca ou henhuma
desmielinizagdo (MEESON et al., 1994). Por outro lado, ratos Dark
Argouti induzidos @ EAE com MOG sofrem desmielinizagdo e lesdes
medulares acompanhadas de infiltrado inflamatério no SNC
(TANUMA, SHIN e MATSUMOTO, 2000).

Os sinais clinicos manifestados pelos animais susceptiveis a EAE
iniciam-se com a perda do ténus da cauda, progredindo para a paralisia
dos membros posteriores e anteriores, como ilustrado na Figura 5. Para
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se avaliar a severidade clinica da EAE, utiliza-se uma escala de escores
de 0-5, sendo que os sinais, geralmente, iniciam-se entre os dias 9 - 14
po6s-imunizacdo, podendo diferir no préprio grupo experimental, com
uma incidéncia inferior a 100% (STROMNES e GOVERMAN, 2006a).

Figura 5: Fotos ilustrativas dos sinais clinicos apresentados pelos animais
no decurso da EAE. A-E: animais imunizados com 200 ug de MOGa;s.55 (dia 0
e dia 7) nos flancos traseiros, tratados apenas com salina. A e D: animais no dia
0 da imunizacdo apresentam cauda com tonus e patas posteriores normais; B:
animal 18 dias p6s-imunizagdo, cauda com perda total do ténus; C: animal 22
dias pos- imunizagdo, cauda com perda total de tbnus e paresia das patas
posteriores; E:animal 27 dias p6s-imunizagdo, cauda com perda total de tdnus e
patas posteriores paralisadas. Imagem obtida pela autora.

1.1.7 Terapias imunomoduladoras na EM

A EM é uma doenga neurodegenerativa permanente sem cura,
exigindo cuidados importantes na escolha terapéutica para proporcionar
ao paciente seguranca de longo prazo e tolerabilidade ao tratamento (DU
PASQUIER, PINSCHEWER e MERKLER, 2014). O uso dessas
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terapias tem por objetivo reduzir a frequéncia e duracdo dos surtos,
como também proporcionar alivio dos sintomas para 0s pacientes com
EM (CREE, 2007). Com o0 avanco no conhecimento sobre a patogénese
da EM ao longo dos anos, aumentou-se o desenvolvimento de novas
terapias cujo principal alvo de acéo € o sistema imunoldgico.

Comumente, altas doses de glicocorticoides sdo utilizadas para
atenuar a exacerbacgdo de sintomas de curta duracdo (BRUSAFERRI e
CANDELISE, 2000), uma vez que possuem rapido inicio de acdo e
poucos efeitos adversos (BECK et al., 1993; BRUNTON, 2005).
Entretanto, a primeira linha de terapias aprovada para a EM foram o
Interferon B (IFNP) e acetato de glatiramer (comercialmente conhecido
como Copaxone) (GOLDENBERG, 2012; ONTANEDA, HYLAND e
COHEN, 2012).

IFNsB sd3o citocinas naturalmente secretadas por células do
sistema imunoldgico que inibem a replicacdo viral por atividades
imunomoduladoras e antivirais (CREE, 2007). Dentre as atividades
sugeridas estdo inducdo de células Treg e inibicdo do trafego de células
T aos focos inflamatdrios (STUVE et al., 1996; DHIB-JALBUT e
MARKS, 2010). Atualmente, existem quatro apresenta¢des de IFNsp no
mercado farmacéutico: Avonex® (Biogen Idec), Rebif® (Pfizer),
Betaseron® (Bayer) e Extavia® (Novartis) (GOLDENBERG, 2012). J&
0 Acetato de Glatiramer (GA) consiste da mistura heterogénea de
polipeptidios (acido-L-glutdmico, L-lisina, L-alanina e L-tirosina)
sintetizada a fim de mimetizar a MBP (CREE, 2007). Porém, ap0s a sua
sintese ficou evidenciado que o GA era capaz de modificar o perfil das
células T, de pré-inflamatéria para anti-inflamatéria (KALA,
MIRAVALLE e VOLLMER, 2011).

Outros medicamentos de administracdo intravenosa, além do GA
e IFNsf, surgiram nos anos seguintes. O Mitoxantrone, aprovado para
uso na EM no ano 2000, é um antineoplasico sintético, anteriormente,
utilizado para tratamento de cancer (FDA, 2010a). Acredita-se que o
mecanismo de acdo deste composto seja inibir a proliferacdo de
linfocitos T e B, assim como de macrofagos (FDA, 2010a), além de
diminuir a secrecdo de mediadores pré-inflamatérios (MORRISSEY, LE
PAGE e EDAN, 2005). Quanto aos anticorpos monoclonais, tem-se 0
Natalizumab (Tysabri®, Biogen) (FDA, 2012), que pela ligagdo
especifica as integrinas presentes ha membrana de leucdcitos, impedem
0s mesmo de se ligarem as moléculas de adesdo VCAM-1 (RICE,
HARTUNG e CALABRESI, 2005); e o Alentuzumab, cujo alvo
especifico é a proteina CD52 predominante nas células T e B, o qual
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provoca deplecdo na populacdo de linfocitos (COX et al., 2005; DU
PASQUIER, PINSCHEWER e MERKLER, 2014).

Apenas recentemente surgiram as terapias orais para o tratamento
da EM, sendo o Fingolimod, o primeiro medicamento aprovado para o
tratamento da EMSR no ano de 2010 (FDA, 2010b). Fingolimod atua
promovendo a internalizacdo dos receptores de esfingosina 1-fosfato
presentes nos linfécitos (BRINKMANN, 2009), o que impede sua
migracdo dos linfonodos para a circulagdo sanguinea e,
consequentemente, para os demais tecidos, incluindo o SNC (CHUN e
HARTUNG, 2010). Em 2012, aprovou-se o uso do Teriflunomid®
(SANOFI, 2012), cuja aglo sugerida é o efeito citostatico sobre células
B e T, através da inibicdo da enzima mitocondrial diidroorotato
desidrogenase (CHERWINSKI et al, 1995). Além disso, o
Teriflunomid® é capaz de interferir na interacdo entre APCs e linfocitos
T (XU et al., 1997). O Dimetil fumarato (DMF), um metil éster do acido
fumaérico, tem como mecanismo proposto a citoprotecdo por meio da via
de transcricdo do fator nuclear Nrf2 (LINKER et al., 2011). Dentre os
efeitos imunossupressores do DMF, aponta-se a indugdo de mediadores
anti-inflamatoérios (LEHMANN et al., 2007), a inibicdo da translocacao
nuclear do NF-xB (fator nuclear kappa B) (MOHARREGH-KHIABANI
et al., 2010) e a reducdo da expressdo de moléculas de adesdo
(VANDERMEEREN et al., 1997).

Aprovado como terapia adjuvante no tratamento da EM, o
Sativex® é um derivado canabinoide com agdo eficaz na dor
neuropatica (ROG, NURMIKKO e YOUNG, 2007; LANGFORD et al.,
2013) e nos espasmos musculares decorrentes da doenca (WADE et al.,
2006; COLLIN et al., 2007). O medicamento é composto por delta 9-
tetrahidrocanabinol (A9-THC) e canabidiol (CBD), cuja formulacéo
apos ser liberada por meio de spray oral atua modulando o sistema
endocanabinoide (MORENO TORRES, SANCHEZ e GARCIA-
MERINO, 2014). Com 0 avango na pesquisa, demonstraram-se maiores
envolvimentos dos receptores canabinoides no modelo da EAE, cuja
ativacdo  proporciona efeitos imunomoduladores inibindo a
neuroinflamagdo provocada pela EM (MARESZ et al, 2007
PALAZUELOS et al., 2008; KONG et al., 2014).

Atualmente, algumas terapias se encontram em fases clinicas
finais de desenvolvimento. Por exemplo, o Laquinimod é um composto
sintético estudado para uma possivel terapia oral da EM, porém possui
altos riscos de cardiotoxicidade (DU PASQUIER, PINSCHEWER e
MERKLER, 2014). O provavel mecanismo de acdo proposto para o
Laquinimod é a mudanga no perfil de células Thl para Th2, além da
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inibicdo da infiltracdo de células inflamatérias para 0 SNC (YANG et
al., 2004). Ademais, dois novos anticorpos monoclonais injetaveis se
encontram em fases finais de testes clinicos, Daclizumab e Ocrelizumab,
tendo como alvos células T e células B, respectivamente (GLENNIE et
al., 2007; MILO, 2014).

Assim, todos os medicamentos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration) tem demonstrado redugdo dos surtos, assim como
da exacerbacdo dos sintomas e do surgimento de novas lesGes ho SNC
(CHERWINSKI et al., 1995; DHIB-JALBUT e MARKS, 2010). No
entanto, trata-se de acOes parcialmente efetivas acompanhadas de
inimeras reagdes adversas para o paciente (MORRISSEY, LE PAGE e
EDAN, 2005; SCHREMPF e ZIEMSSEN, 2007; FDA, 2013). Além
disso, a EM traz consigo um fardo socioeconémico para o paciente e
para a sociedade, devido aos déficits locomotores gerados e os altos
custos dos medicamentos disponiveis na clinica (NACI et al., 2010;
PIKE et al., 2012). Assim, a busca por terapias efetivas e preventivas
para a EM permanece imprescindivel, além de proporcionar menores
custos e melhor QV ao paciente.

1.2 O SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico é composto, principalmente, por purinas
extracelulares, tais como a adenosina, o difosfato de adenosina (ADP) e
o trifosfato de adenosina (ATP), sendo o ATP o principal precursor de
outros metabdlitos neste sistema (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).
No meio intracelular, a enzima ATPase pode converter o ATP em
monofosfato de adenosina (AMP) de forma que a enzima adenilato
cinase é capaz de realizar a conversdo reversa (AMP em ATP)
(SAWYNOK e LIU, 2003). O AMP, por sua vez, pode ser convertido
em adenosina pela acdo da enzima intracelular 5-endonucleotidase
(ZIMMERMANN et al., 1998). Nesse contexto, tanto a adenosina
quanto o ATP, ao serem transportadas para 0 meio extracelular, podem
sofrer acdo de outras enzimas. Em condigdes fisiologicas, a enzima ecto-
5-nucleotidase (NT5E) € responsavel por converter o ATP em adenosina
pelo metabolismo de nucleotideos, enquanto a adenosina deaminase
(ADA) é responsavel pela conversdo da adenosina em inosina, 0 que
pode ocorrer no meio intra e/ou extracelular (Figura 6) (SAWYNOK e
LIU, 2003; HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004).



37

Liberagao Ca™ PKC
(estoques internos) .

Figura 6: Metabolismo extracelular do ATP, receptores purinérgicos P1 e
P2, e vias de sinalizacdo dos receptores adenosinérgicos (Al, A2A, A2B e
A3). Esquema do metabolismo extracelular de ATP em ADP, AMP, Ado e Ino;
receptores purinérgicos P1 e P2; e via de sinalizacdo desses moduladores. ATP
e ADP se ligam a receptores P2, enquanto que Ado liga-se a receptores P1 (A1,
A2A, A2B e A3), e Ino liga-se a receptores Al, A2A e A3. Os receptores A2
ativam adenilado ciclase com consequente producdo de AMPc e fosforilaracdo
de PKA. Os receptores Al, A2B e A3 ativam PLC seguida da producdo de
segundos mensageiros IP3 e DAG. ATP: adenosina trifosfato, ADP: adenosina
difosfato, AMP: adenosina monofosfato, Ado: adenosina, Ino: inosina, PLC:
fosfolipase C, IP3: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: proteina cinase
C, AMPc: adenosina monofosfato ciclico, PKA: proteina cinase A. Fonte:
Adaptado de Dias et al., (2013).

Na década de 70, Burnstock (1972) estabeleceu o conceito da
neurotansmissao purinérgica, baseado em evidéncias da atuacdo do ATP
como neurotransmissor em neurdbnios ndo adrenérgicos e ndo
colinérgicos, sendo hoje reconhecido como um co-transmissor de
neurdnios do SNC e SNP (BURNSTOCK, 2006). O sistema purinérgico
contém receptores do tipo Pl e P2, ativados respectivamente pela
adenosina e ATP, os principais agonistas enddgenos do sistema.
Posteriormente, a classe de receptores P2 foi subdividida em P2X e
P2Y, assim como P1 em sub-tipos A1, A2A, A2B e A3 (BURNSTOCK,
2007; MATUTE e CAVALIERE, 2011).

1.3 INOSINA
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A inosina, um nucleosideo de purina, é o primeiro metabélito da
adenosina formada pela acdo da enzima ADA, tanto no meio intra
quanto extracelular, de baixo peso molecular, que por degradacdo pode
gerar hipoxantinas e acido Urico (HASKO, SITKOVSKY e SZABO,
2004). A inosina tem sido comercializada como suplemento energético
para atletas, com o objetivo de aumentar a performance durante 0s
treinos efou competicbes, no entanto, pesquisas realizadas com
esportistas ndo encontraram efeito benéfico adicional nos usuarios de
inosina  como  suplemento (STARLING et al, 1996b);
(MCNAUGHTON, DALTON e TARR, 1999).

Anteriormente, a comunidade cientifica acreditava que a inosina
era um produto inativo da adenosina isenta de acGes fisiologicas. No
entanto, os primeiros estudos demonstraram o envolvimento da inosina
nas contragdes musculares, durante as quais a inosina-tri-fosfato era
defosforilada em maiores proporcbes que o ATP pela miosina
(KLEINZELLER, 1942). Posteriormente, verificou-se a a¢do da inosina
no sistema cardiovascular, no qual se pode observar, além da atividade
cardioestimulatdria, acdo moduladora dos receptores [-adrenérgicos
(JUHASZNAGY e AVIADO, 1977).

O avango nas pesquisas ao longo dos anos permitiu que novas
propriedades fisiolégicas da inosina fossem reveladas a ciéncia.
Observou-se que neurdnios contralaterais ao cortex lesionado, em ratos
adultos induzidos ao infarto cortical unilateral, foram capazes de gerar
novas projecBes axonais para a area infartada sob o estimulo da inosina,
com consequente melhora do déficit sensoriomotor (CHEN et al., 2002).
Posteriormente, a inducdo da regeneracdo axonal pela inosina foi
relatada em células ganglionares da retina de ratos axotomizadas (WU et
al., 2003). Além disso, estudos in vitro demonstraram que a inosina foi
capaz de induzir aumento na viabilidade celular e no crescimento de
neuritos apds dano isquémico (TOMASELLI et al., 2005). Estudos mais
recentes tém revelado atividades neuroprotetoras da inosina, as quais
dado suporte aquelas sugeridas nos estudos anteriores. Assim, verificou-
se que a inosina induz aumento da expressdo de genes relacionados ao
crescimento axonal (ZAl et al., 2009), além de proporcionar plasticidade
neuronal com formagdo de circuitos compensatorios e consequente
melhora da coordenacdo locomotora in vivo (KIM et al., 2013;
KURICOVA et al., 2014).

Além dos efeitos neuroprotetores, estudos descreveram o papel
imunomodulador da inosina. Dados obtidos in vitro da
imunoestimulacdo de macrofagos peritoneais demonstraram que a
inosina foi capaz de inibir a producéo de citocinas pro-inflamatdrias, tais
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como TNF-a, IL-1 e IL-12, assim como a producdo de IFN-y por
linfocitos do baco (HASKO et al., 2000). Posteriormente, estudo in vitro
realizado com células humanas demonstrou aco inibitéria da inosina na
producdo de TNF-a por mondcitos, neutrofilos e células epiteliais
estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) (MARTON et al., 2001).
Recentemente, através de estudo em modelo animal de asma, cuja
imunopatologia envolve principalmente ativacdo de células Th2, o
tratamento com inosina intraperitoneal proporcionou niveis reduzidos de
linfdcitos e macrdfagos no lavado broncoalveolar (DA ROCHA LAPA
etal., 2013).

Ainda nesse contexto, os efeitos anti-hiperalgésicos da inosina
foram obtidos em estudo de Nascimento e colaboradores (2010)
utilizando diferentes modelos animais de dor aguda, como os modelos
do acido acético, glutamato e formalina. Neste mesmo trabalho,
demonstraram a reducdo da hiperalgesia mecénica e térmica no modelo
de dor neuropatica, além do bloqueio da hiperalgesia mecéanica no
modelo de dor crénica inflamatdria, ambos obtidos via tratamento com
inosina.

PublicacBes mais recentes sugerem a importancia da inosina
como alvo de interesse para estudos de depressdo e doenga de Parkinson
(DP) (MARKVARDSEN et al.). Através de modelos animais distintos
de depressdo, tais como o estresse cronico forcado e o estresse por
derrota social cronica, Muto e colaboradores (2014) demonstraram o
efeito antidepressivo do tratamento oral com inosina (200mg/kg). Com
relacdo & DP, verificou-se a fungdo protetora da inosina em modelo in
vitro proporcionado pelo aumento da viabilidade celular associada a
reducdo do estresse oxidativo e & degradagdo proteica (CIPRIANI,
BAKSHI e SCHWARZSCHILD, 2014).

Estudos provenientes das pesquisas supracitadas demonstram
atualmente que a inosina exerce um forte papel imunomodulador,
neuroprotetor e anti-hiperalgésico. Além disso, acredita-se que esses
efeitos promovidos pela inosina sejam mediados pela ativacdo de
receptores adenosinérgicos Al, A2A e A3. No entanto, alteracBes nas
fungdes celulares por vias independentes de receptores podem ser
oriundas dos efeitos induzidos pelo seu metabdlito, o acido drico
(HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004).

1.4 RECEPTORES DE ADENOSINA E INOSINA

Particularmente, 0s quatro  sub-tipos de  receptores
adenosinérgicos (Al, A2A, A2B e A3) estdo acoplados a diferentes
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proteinas G, podendo ativar vias distintas de sinalizacdo resultando em
acOes fisioldgicas diversas (FREDHOLM et al., 2001). Os receptores
Al e A3 estdo acoplados a proteinas G inibitoria (Gi e Go), enquanto o
A2AR a proteina G estimulatéria (Gs) ou a proteina Golf, e 0 A2BR as
proteinas Gs e Gq (LINDEN, 2001).

No SNC, o receptor Al (A1R) é encontrado em alta densidade no
hipocampo, neocdrtex, cerebelo e corno dorsal da medula espinhal,
assim como no talamo, tronco encefalico e outras regiGes centrais
(SEBASTIAO e RIBEIRO, 2009). O AlR pode ser expresso tanto em
neurdnios pré como pos-sinapticos, estando presentes ainda na microglia
(STONE, CERUTI e ABBRACCHIO, 2009). Durante a ativacdo do
receptor A1R, ocorre inibicdo da enzima adenilato ciclase (AC) com
consequente reducdo do segundo mensageiro AMPc (adenosina
monofosfato ciclico) (LINDEN, 2001), ativacdo de canais de potéssio
(MATSUMOTO, KOMIYAMA e AKAIKE, 2002) e/ou inibicdo de
canais de calcio (PARK et al.,, 2001). A supressdo da liberacdo de
neurotransmissores excitatérios nos terminais sinapticos, tal como o
glutamato, também € uma consequéncia da ativacdo do receptor Al
(STONE, CERUTI e ABBRACCHIO, 2009).

Por outro lado, o receptor A2A (A2AR) distribui-se regularmente
no SNC e SNP com expressdo preferencial no estriado (DIXON et al.,
1996; RALEVIC e BURNSTOCK, 1998), podendo ser encontrado em
tecidos imunoldgicos (HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004).
Quanto ao receptor A2B (A2BR), é relativamente bem distribuido no
SNC e SNP, apresentando alta densidade apenas no intestino e na bexiga
(STONE, CERUTI e ABBRACCHIO, 2009). Ambos os receptores A2A
e A2B ativam a via da AC gerando aumento na producdo de AMPc, o
gual estimula a proteina cinase A (PKA) AMPc-dependente, com
consequente ativacdo de canais de céalcio e potassio (RIBEIRO,
SEBASTIAO e DE MENDONCA, 2002). Brevemente, a via de
sinalizacdo da ERK1/2 pertencente & familia das MAPKs, pode ser
desencadeada pela ativacdo de receptores A2A (GARRINGTON e
JOHNSON, 1999), resultando em efeitos anti-inflamatérios (HUANG,
1997; TAN et al., 1999) e/ou neuroprotetor (FYFFE-MARICICH et al.,
2013). A ativacdo de A2AR pode desencadear a inibicdo de ERK1/2 via
PKA/Rafl (HUANG et al., 1997), enquanto a interagdo de A2AR com o
sistema proteina GS/AC/AMPCc/RAP-1A resulta na ativacdo da proteina
cinase ativada por mitégenos 1-3 (ERK1/2), independente da proteina
cinase A (PKA) (WYATT etal., 2002).

Em contrapartida, o receptor A3R é encontrado em tecidos
periféricos e possui baixa expressdao em quase todo o encéfalo, porém
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com nivel aparentemente maior no cerebelo e hipocampo (SEBASTIAO
e RIBEIRO, 2009). Sua estrutura acopla-se a proteina Gi/0 e Gg/11, e
tem como principal agéo a inibigdo da enzima AC, aparentemente do
mesmo modo que 0 A1R (LINDEN, 2001).

1.5 EM E INOSINA

Ao buscar na literatura, verifica-se a escassez de dados dos
possiveis efeitos protetores da inosina sobre 0s eventos desencadeados
na EM, assim como dos provaveis mecanismos de acdo envolvidos. Os
primeiros estudos surgiram com o produto final do metabolismo das
purinas, o &cido Urico, um potente antioxidante endégeno (WHITEMAN
e HALLIWELL, 1996). Baseando-se na correlacdo existente entre a
producdo de radicais livres no SNC e o desenvolvimento dos sinais
clinicos no modelo da EAE (HOOPER et al., 1997), estudos prévios
demonstraram a eficAcia do é&cido Urico de modo preventivo e
terapéutico em inibir a evolugdo da EM. Enquanto na clinica, observou-
se baixos niveis séricos de acido Urico em pacientes com EM, o que
favorece ao aumento da susceptibilidade aos danos progressivos no SNC
(HOOPER et al., 1997; 1998; TONCEV, 2006). Posteriormente, a
administragdo oral do &cido Urico e do seu precursor, inosina, foi capaz
de proporcionar uma melhora clinica nos pacientes com EM crénica
(SPITSIN et al., 2001; TONCEV, 2006).

No entanto, nota-se que, até os dias atuais, os dados obtidos de
estudos sobre o tratamento da EM com inosina sdo superficiais, pois
revelam basicamente a melhora de escores clinicos, sugerindo boa
tolerabilidade e segurancga da terapia (SPITSIN et al., 2001; TONCEV,
2006; MARKOWITZ et al., 2009). Em contrapartida, uma variedade de
estudos correlacionando os receptores adenosinérgicos e modelos de EM
surgiram ao longo dos anos, partindo da premissa que, a adenosina
possui papel imunomodulador e neuroprotetor (HASKO, SITKOVSKY
e SZABO, 2004; TSUTSUI et al., 2004; MILLS et al., 2012; YAO et
al., 2012; MECHA et al., 2013; RISSANEN et al., 2013).

A fim de verificar a participacdo especifica do receptor Al na
EM, Tsutsui e colaboradores (2004) revelaram que animas com delegéo
génica (nocautes) para este receptor desenvolvem a EAE com maior
severidade, além de debilidades neuroldgicas cumulativas. Esses
resultados foram complementados ao observar maior ativacdo da
microglia, aumento na desmielinizacdo e perda axonal. A auséncia de
AI1R ainda alterou as respostas imunoldgicas no SNC de animais com
EAE, contribuindo para o aumento na expressdo de mediadores
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inflamatdrios e reducéo de citocinas anti-inflamatérias (TSUTSUI et al.,
2004). Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que a melhora do
neurocomportamento com reduzida neuropatologia em animais EAE,
decorrentes do tratamento com glicocorticoide, envolveu o aumento da
expressdo de A1R (TSUTSUI et al., 2008).

De forma semelhante, estudo conduzido por Yao e colaboradores
(2012) utilizando camundongos nocautes para 0 A2AR demonstraram
uma incidéncia elevada de animais com EAE, além da exacerbacdo dos
escores clinicos. O déficit neurocomportamental agravado é seguido de
eventos imunopatolégicos caracteristicos da EM, além da ativagdo glial,
ambos acentuados. Ademais, a inativacdo do A2AR provocou o
aumento de células CD4" em o6rgdo linfoide periférico (YAO et al.,
2012). Dados posteriores in vivo revelam que agonistas seletivos e ndo
seletivos de receptores A2A inibem o desenvolvimento da EAE e
provocam redugdo de escores clinicos. Em complemento, andlises in
vitro da acdo dos agonistas A2A revelaram producdo diminuida de
mediadores inflamatérios (XU et al., 2013). Além da EAE, estudo
realizado no modelo de EM induzida por infeccdo viral (Theiler's virus
infection) sugere que as atividades imunoregulatérias obtidas com
canabinoides ndo psicotropicos in vivo e in vitro sdo mediadas, em parte,
pelo receptor adenosinérgico A2A (MECHA et al., 2013).

Paralelamente, pesquisas in vitro realizadas por Vincenzi e
colaboradores (2013) com células humanas obtidas de pacientes com
EM suportam as acBes agonistas do A2AR. Observou-se nesse
experimento uma inibicdo na proliferacdo de linfécitos, bem como na
secrecdo de mediadores pré-inflamatérios (IFN-y, IL-17, TNF-a, IL-6) e
na expressdio de moléculas de adesdo/juncdo relacionadas a
permeabilidade da BHE. Os resultados obtidos com o agonista foram
revertidos pelo antagonista seletivo de A2AR, o que revela acdes
mediadas especificamente pelo receptor A2A.

Neste contexto, suscitamos a hip6tese de que a inosina seja capaz
de inibir o desenvolvimento e a progressdao da EAE em camundongos
C57BL/6, através da modulacdo dos receptores adenosinérgicos no
SNC.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo anti-hiperalgésica, imunomoduladora e
neuroprotetora da inosina no modelo experimental de EM em
camundongos C57BL/6, através de estudos comportamentais, assim
como técnicas farmacolégicas, bioguimicas e imunoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Awvaliar o efeito da inosina no escore clinico, assim como sobre a
hiperalgesia mecénica e térmica que precedem a disfungdo motora
induzida pela EAE;

2. Avaliar o efeito da inosina sobre os comportamentos de exaustdo
(fadiga), tipo-depressivo e ansioso na fase pré-sintomatica da EAE;

3. Avaliar o papel da inosina durante a resposta neuroinflamatéria
induzida pela EAE;

4. Avaliar o efeito da inosina sobre o grau de desmielinizacdo no SNC
apos a inducdo da EAE;

5. Auvaliar o efeito do tratamento com a inosina na ativacédo de células
gliais, tais como os astrdcitos, durante o desenvolvimento da EAE;

6. Investigar a acdo da inosina sobre a expressdo dos receptores
adenosinérgicos Al e A2A, assim como ha expressdo da enzima
extracelular signal-regulated kinase 1 (ERK1) durante a
progressao da EAE;

7. Avaliar o efeito anti-inflamatério da inosina no SNC e
imunomodulador sobre o nivel de IL-17 nos linfonodos inguinais
apos o desenvolvimento da EAE.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizacho dos experimentos foram utilizados
camundongos C57BL/6, fémeas, com idade de 6 — 12 semanas,
provenientes do Biotério Setorial do Laboratério de Farmacologia
Experimental (LAFEX), Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC). Os
animais foram distribuidos homogeneamente entre os grupos e mantidos
em caixas plasticas no nimero de 5 a 6 em cdmaras com sistema de
circulagdo de ar controlado, sob condigBes de temperatura (22 + 2°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas), além de livre acesso a
agua e ragdo. Os experimentos foram realizados durante a fase clara do
ciclo (6 - 18 horas) e o0s animais mantidos no laboratério para
aclimatacdo por pelo menos 30 minutos antes da realizacdo dos testes
comportamentais. Todos os protocolos e procedimentos utilizados neste
estudo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA/UFSC, nimero de protocolo PP00811 e PP00956).

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE INDUGCAO DA EAE E
TRATAMENTO COM INOSINA

A EAE foi induzida pela inoculagdo de 200 ul de emulsdo
contendo 200 pg de glicoproteina de mielina do oligodendrocitos
(MOG35-55), em adjuvante completo de Freund (CFA), suplementado
com 500 pg de Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra (Difco,
Detroit, MI, USA), em ambos os lados dos flancos traseiros. Este
procedimento foi repetido apds sete dias a fim de aumentar a incidéncia
de EAE, conforme metodologia descrita anteriormente (STROMNES e
GOVERMAN, 2006a). Além disso, cada animal recebeu 300 ng de
Bordetella toxina Pertussis em 200 pL de solugdo salina por via
intraperitoneal (i.p.) no dia O e dia 2 pés-imunizacdo (p.i.). No periodo
de 40 dias (dia 0 ao dia 40 p.i.), os animais foram tratados pela via i.p.,
duas vezes ao dia, com inosina (1 ou 10 mg/kg) ou solucdo salina (0,9%
NaCl, 10 mL/kg). As doses e tempos de tratamento da inosina foram
baseados em experimentos pilotos ou em trabalhos previamente
publicados pelo grupo (NASCIMENTO et al., 2010; 2014).
Paralelamente, realizou-se a avaliacdo diaria do peso e dos sinais
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clinicos dos animais, a fim de verificar o surgimento dos sintomas
tipicos da doenca determinados por estagios, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Avaliacdo dos sinais clinicos dos animais durante o

desenvolvimento da EAE.

Escore Sinais clinicos Observacdes
0 Sem sinais Os animais ficam com as patas posteriores
estendidas: a cauda enrola no objeto
cilindrico: andar normal.
0.5 Perda parcial do Os animais ficam com as patas posteriores
tonus da cauda estendidas: ponta da cauda caida e/ou néo
enrola no objeto cilindrico: andar normal.
1 Perda total do ténus ~ Os animais ficam com as patas estendidas:
da cauda cauda caida e ndo enrola no objeto
cilindrico: andar normal.
=

Perda na
coordenacio dos
movimentos,
paresia das patas
posteriores.

Os animais contraem as patas posteriores
quando sdo seguros pela cauda: os animais
caminham com falta de coordenagio nos
movimentos: os animais apresentam reflexo
nas patas quando apertadas: cauda sem
tonus.

2.5 Uma das patas Os animais arrastam uma das patas: uma
paralisadas das patas ndo responde ao reflexo.
3 Patas posteriores Ambas as patas posteriores paralisadas: os
paralisadas animais arrastam ambas as patas posteriores
e ambas ndo respondem ao reflexo.
3.5 Fraqueza nas patas Patas posteriores arrastadas:; patas
anteriores dianteiras com dificuldades de mover o
corpo: ambas as patas ndo respondem ao
reflexo.
4 Paralisia das patas Os animais ndo se movem: as patas
anteriores posteriores e anteriores nfo respondem ao
reflexo.
5 Moribundo/Morte Morte. Nenhum movimento: frio ao toque.

respiracdo alterada. Animais sacrificados.

Fonte: Adaptado de Stromnes e Goverman (2006a)

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram realizados no periodo que
precede o estabelecimento da EAE, ou seja, do 1° ao 14° dia p.i., uma
vez que o déficit locomotor apresentado pelos animais com EAE apds
este periodo impossibilita a analise desses parametros. Os dados
comportamentais obtidos se referem a dois experimentos independentes.
Primeiramente, avaliou-se o efeito da inosina nas doses de 1 e 10mg/kg
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na hiperalgesia mecénica e térmica ao frio. Visto que o tratamento com
a dose de 1mg/kg demonstrou-se mais eficaz, juntamente com o0s
resultados das analises imunolégicas, 0s demais testes comportamentais
foram realizados apenas com inosina 1mg/kg.

3.3.1 Avaliacédo da hiperalgesia mecanica

O desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica foi avaliado
utilizando-se filamentos de von Frey pelo método de frequéncia de
retirada (BORTALANZA et al., 2002). Os animais foram alocados
individualmente em caixas de acrilico (9 x 7 x 11 cm) em plataformas
de arame elevadas, as quais permitem o acesso a superficie ventral da
pata traseira direita dos animais. A frequéncia de resposta de retirada foi
avaliada ap6s 10 aplicagbes (com intervalo de 3 segundos) dos
filamentos de von Frey (VFH, Stoelting, Chicago, IL, EUA). Para
determinar o limiar basal, todos os grupos (controle, EAE + veiculo,
EAE + inosina 1 mg/kg e EAE + inosina 10 mg/kg) foram avaliados
antes da indugdo da doenca. A avaliacdo da hiperalgesia mecéanica
seguiu-se com todos os grupos em dias alternados, com inicio no 2° dia
até o 14° p.i.

3.3.2 Avaliacédo da hiperalgesia térmica ao frio

Para a avaliacdo da hiperalgesia térmica ao frio, utilizou-se o
método da acetona adaptado (WALCZAK e BEAULIEU, 2006). Os
camundongos foram alocados em compartimentos de acrilico
transparente (9 x 7 x 11 cm) com plataformas de arame elevadas e
aclimatizados durante 30 minutos. Ap6s a aplicacdo de um borrifo de 20
pL de acetona na pata direita traseira do animal, a resposta foi avaliada
cronometrando-se o tempo em que o animal recolheu, sacodiu, lambeu
ou mordeu a pata no periodo de 20 segundos apds o estimulo nocivo.
Foram realizadas trés medidas do tempo de resposta, registradas em
intervalos de aproximadamente 15 minutos. A fim de determinar o
limiar basal, todos os grupos (controle, EAE + veiculo, EAE + inosina 1
mg/kg e EAE + inosina 10 mg/kg) foram avaliados antes da inducéo da
doenca. A avaliagcdo da hiperalgesia térmica seguiu-se com todos os
grupos em dias alternados, com inicio no 1° dia até o 13° dia p.i.

3.3.3 Teste de consumo de sacarose (TCS)
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A fim de avaliar possiveis alteragdes aneddnicas, prosseguiu-se com a
realizacdo do teste da ingestdo de solucdo de sacarose (WEISS, 1997) no
10° e 11° dia p.i. com os grupos controle, EAE + veiculo e EAE +
inosina 1 mg/kg, conforme metodologia descrita previamente por
Takatsu-Coleman e colaboradores (2013). Antes de iniciar o TCS, o0s
camundongos foram habituados durante 24 horas em caixas individuais
com duas garrafas de agua. Apds esse periodo, uma das garrafas foi
preenchida com agua e outra com solugdo contendo 1% de sacarose. As
garrafas foram pesadas e recolocadas nas caixas individualizadas por 48
horas. Com a finalidade de prevenir um possivel efeito de preferéncia
por alguns dos lados da caixa, as garrafas foram invertidas apds um
periodo de 24 horas. O consumo de sacarose foi calculado como a
porcentagem de consumo da solucdo de sacarose em relacdo ao total de
liquido consumido (&gua + sacarose). Ao final do teste, todos 0s animais
foram novamente agrupados em suas respectivas caixas com livre
acesso a agua e racdo.

3.3.4 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste no labirinto em cruz elevado, método validado para
camundongos por Lister (1987), foi utilizado para avaliar o
comportamento tipo-ansioso dos animais controle, EAE + veiculo e
EAE + inosina 1 mg/kg no 12° p.i. O aparato consiste de dois bragos
abertos (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 c¢cm), conectados
por uma plataforma central (5 x 5), sendo elevado a 75 cm do chéo.
Cada animal foi colocado no centro do labirinto em cruz com a face
voltada para um dos bracos fechados, permitindo-o livre exploragdo por
5 minutos. O teste ocorreu na auséncia do experimentador sendo
filmado para posterior analise. Avaliou-se o tempo gasto em cada brago
e 0 nimero de entradas, considerando-se uma entrada completa quando
0 animal adentrou com as quatro patas no brago. O labirinto em cruz
elevado foi limpo com alcool 30% a cada troca de animal.

3.3.5 Teste de suspenséo pela cauda (TSC)

No dia 13 p.i., 0s animais foram submetidos ao teste de suspenséo
pela cauda, a fim de analisar o comportamento tipo-depressivo seguindo
0 método de Can e colaboradores (2012), com algumas adaptacdes.
Primeiramente, na cauda de cada animal foi colocado um cilindro
plastico transparente (4 X 1 cm) para evitar 0 comportamento de
escalada pela cauda natural de camundongos C57BL/6. Em seguida, um
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corte de fita adesiva de aproximadamente 17 cm foi presa na ponta da
cauda do animal. Uma vez colocada a fita, esta foi fixada em sua metade
na parede interior da caixa do animal. Posteriormente, os animais foram
suspensos pela extremidade livre da fita a extremidade da bancada, com
um comprimento semelhante de folga para todos os animais. Para evitar
qualquer interacdo entre 0s animais, divisorias de isopor foram
colocadas equidistantes entre 0s mesmos. O teste procedeu-se em grupo
de trés animais, sendo filmado para posterior avaliacdo do tempo de
imobilizacdo dos animais. Ao final de cada filmagem, retirou-se a fita e
o cilindro do animal, cuidadosamente, retornando-o para sua respectiva
caixa.

3.3.6 Teste do nado forgado com sobrecarga (WLST)

O teste do nado forgado com peso procedeu-se no dia 14 p.i. com
0s grupos controle, EAE + veiculo e EAE + inosina 1 mg/kg, a fim de
avaliar a fadiga nos animais. O protocolo utilizado para esse teste foi
adaptado de Su e colaboradores (SU et al., 2014). Um peso de metal de
aproximadamente 5% do peso corporal do camundongo foi preso a base
de sua cauda com fita impermedvel. Em seguida, os animais foram
colocados individualmente em tubos de PVVC (altura 24 cm, didmetro 10
cm), cuja uma das bordas é fechada, com 40 cm de 4gua a 28+ 1°C. O
periodo de nado foi marcado do tempo em que o animal é colocado na
agua até sua exaustdo (submerséo por 7 segundos sem conseguir voltar a
superficie) por no maximo 30 minutos. Anteriormente a inducdo da
EAE foi realizado teste basal com todos os animais.

3.4 ANALISES HISTOLOGICAS

A anélise histologica na medula espinhal dos animais ocorreu
conforme descrito anteriormente (DUTRA et al., 2011). Decorrido 40
dias ap6s a imunizacdo, os animais foram eutanizados e a medula da
regido lombar foi coletada por sec¢des transversais, seguida da incluséo
em parafina e microtomia. Os cortes teciduais de espessura de 5 pm
foram montados sobre laminas carregadas positivamente, preparadas
através da imersdo das mesmas em solucdo de silano (3-amino-propil-
trietoxisilano; Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil) a 5% em acetona
(v/v). Posteriormente, as laminas de vidro contendo 0s cortes
histologicos foram mantidas em estufa, durante 1 hora, a uma
temperatura de aproximadamente 50°C, para fixagdo dos mesmos. As
analises histologicas dos focos inflamatérios e das areas de
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desmielinizagdo foram realizadas com coloragdo de hematoxilina-eosina
(H&E) e luxol fast blue (LFB), respectivamente. Os resultados foram
documentados utilizando camera digital colorida com 3.3 mpixel da Q-
imaging pelo programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1 da Q-
image acopladas a um microscopio Olympus Bx41l. Para andlise da
reacdo de coloragdo, foram obtidas 5-6 imagens com aumento de 100x e
400x por corte histolégico de 3-4 animais/grupo. A densidade 6ptica que
melhor discriminou as reacfes de coloracdo foi obtida utilizando o
programa NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA), considerando
a coloracdo nuclear das células inflamatérias (H&E-violeta) ou da area
de mielina (LFB-azul). A intensidade total de pixels foi determinada e
os dados foram expressos como densidade 6ptica (DO).

3.5 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

A andlise imunoistoquimica na medula espinhal dos animais
seguiu conforme descrito anteriormente (DUTRA et al., 2011). A coleta
de tecido medular e a preparacdo das laminas procederam-se conforme
descrito no item anterior. Para a realizacdo da andlise imunoistoquimica,
as laminas fixadas foram desparafinizadas através de imersbes
consecutivas em xilol e re-hidratadas por passagens sucessivas em
etanol, em concentragbes decrescentes (etanol 90%, 80% e 70%), com
posterior lavagem em 4&gua destilada. Em seguida, realizou-se o
blogueio da peroxidase enddégena, a fim de eliminar reagdes
inespecificas, com solucdo de perdéxido de hidrogénio a 1,5% em
metanol absoluto (v/v), durante 20 minutos. Ap6s lavagem das laminas
com 4gua destilada, as amostras foram submetidas a reativacdo
antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos
encobertos pela fixacdo e inclusdo do tecido em formol e parafina.
Desse modo, as laminas foram imersas em tampé&o citrato 0,01 M, pH
6,0 durante 40 minutos, em banho-maria com temperatura ajustada para
95-98°C. Logo apds, as laminas foram retiradas do banho-maria,
mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente e lavada em &gua
destilada e solugdo tampdo fosfato (PBS) para concluir o processo
térmico de reativacdo antigénica. Anti-proteina glial fibrilar acida
(GFAP) (1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) foi
utilizado como anticorpo primario e mantido sob as Iaminas em cadmara
Umida overnight, a uma temperatura de 2-8°C. A seguir, as laminas
foram lavadas com PBS e os cortes histolégicos foram incubados com o
anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de coelho (Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, EUA) em camara Umida durante 60 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas com
PBS e a imunodetecc¢do foi completada utilizando-se solugdo cromégena
contendo 0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3 ,4,4 -
tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) (DAB, Dako  Cytomation,
Carpinteria, CA, EUA) e 0,3% de peroxido de hidrogénio (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Em seguida, foi realizada a
contracoloracdo das sec¢des histoldgicas em solugdo de hematoxilina de
Harris, desidrataco das mesmas através de imersGes em concentragdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% de etanol), diafanizacdo em xilol e
montagem em meio de montagem permanente (Entellan, Merck,
Frankfurt, Darmstadt, Germany). Os resultados foram documentados
utilizando camera digital colorida com 3.3 mpixel da Q-imaging pelo
programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1 da Q-imaging
acoplada a um microscopio Olympus Bx41l. Para anélise da reacdo
antigeno-anticorpo, foram obtidas 5-6 imagens a partir dos cortes
histologicos da medula espinhal de cada animal. A densidade Gptica que
melhor discriminou a imunomarcacdo (coloracdo castanha) foi obtida
utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b. Para a andlise dos niveis de
GFAP, a intensidade total de pixels foi determinada e os dados foram
expressos como DO.

3.6 DETERMINACAO DO NIVEL DA CITOCINA PRO-
INFLAMATORIA IL-17

Para andlise da citocina IL-17 foram utilizados linfonodos
coletados dos animais do grupo controle, EAE + veiculo, EAE + inosina
1 mg/kg e EAE + inosina 10 mg/kg. Apds a dissecacdo as amostras
foram colocadas em tampéo fosfato (PBS) contendo: tween 20 (0,05 %),
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) (0,1 mM), &cido etileno-diamino-
tetra-acético (EDTA) (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de
benzametonio (0,1 mM) para a homogeneiza¢do. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos (4° C) e o
sobrenadante foi coletado e estocado a -80° C, para a futura anélise. O
contetido proteico total foi mensurado do sobrenadante pelo método de
Bradford, utilizando uma curva padrdo de calibragdo com BSA (0,05 a
0,5 mg/mL). Aliquotas de 100 pL foram utilizadas para mensurar 0s
niveis da citocina IL-17 (DY421) através de kits de ELISA DuoSet para
camundongos (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) de acordo com
instrucdes do fabricante. O nivel da citocina foi mensurado pela
interpolacdo de uma curva padrdo por mensuracdo colorimétrica a 450
nm (corrigidas pela subtracdo da leitura a 550 nm) em um leitor de
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placas (Berthold Technologies, Apollo 8 — LB 912, KG, Alemanha) e 0s
valores finais foram expressos como pg/mg de proteina.

3.7 IMUNODETECGAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

O Western blotting foi executado conforme descrito previamente
(LEAL et al., 2002). Decorrido 40 dias ap6s a imunizagdo, 0s animais
foram eutanizados, a medula espinhal foi removida e rapidamente
congelada em nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenada a -
80°C até o dia da andlise. As amostras foram preparadas conforme
descrito previamente (OLIVEIRA et al., 2008). Brevemente, os tecidos
medulares foram homogeneizados mecanicamente em 400 pL de
tampdo de homogeneizacdo (Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto
de sédio 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3VvVO4 2 mM, Triton X-100 1%,
glicerol 10% e coquetel inibidor de proteases). O material foi,
posteriormente, centrifugado (10.000 x g por 10 minutos, a 4°C) para a
eliminacdo de restos celulares, e o sobrenadante (300 pL) diluido 1/1
(v/v) em solugdo (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8%) e
aquecido a 100°C por 5 minutos. Ap6s homogeneizacdo, uma aliquota
da amostra foi retirada para a dosagem de proteinas. Em seguida
adicionou-se & amostra a solucdo de diluicdo (glicerol 40%, Tris 25mM
e azul de bromofenol, pH 6,8) numa propor¢do de 25:100 (v/v),
finalizando o procedimento com adigdo de B-mercaptoetanol 8%. Por
meio do método descrito por Peterson (1977) estimou-se o teor e a
concentracao proteica a partir da curva padrdo de albumina bovina. As
proteinas (50 pg de proteina total/pogo) foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (concentracdo 10-12% acrilamida) contendo
SDS (SDS-PAGE) e gel de entrada com 4% de acrilamida. Em seguida,
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose. Para
verificar a eficiéncia do processo de transferéncia as membranas foram
coradas com Ponceau 0,5% em acido acético 1%. Posteriormente, as
membranas foram bloqueadas durante 1 hora com leite em p6 desnatado
diluido em 10 mL de tampé&o salina Tris (TBS) 5% (Tris 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,5). O imunocontetddo de A1R e A2AR, assim como as
formas total e fosforilada de ERK foram detectadas com o uso de
anticorpos especificos anti-A1R (Abcam, ab82477, 36 kDa) e anti-
A2AR (Santa Cruz Biotechnology, sc-32261, 45 kDa), anti-ERK (Cell
Signaling®, sc-93, 44 kDa) e anti-pERK (Cell Signaling®, sc-7976, 44
kDa), diluidos em tampdo salina Tris com tween (TBS-T) contendo
BSA (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween- 20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5)
na diluicdo 1:250. As membranas foram incubadas com o anticorpo de
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interesse overnight a 4°C em agitagdo constante. No dia seguinte, para a
deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1
hora com anticorpo secundério, anti-rabbit para A1R e ERK1 ou anti-
goat para A2AR e p-ERKL, conjugado com peroxidase (1:1000 anti-
goat e 1:250 anti-rabbit) e a imunorreatividade das bandas revelada por
guimioluminescéncia com o reagente LumiGLO® (Cell Signaling,
Beverly, MA, EUA), segundo especificagdes do fabricante e com 0 uso
do equipamento de revelagdo Chemidoc® (Bio-Rad 79 Laboratories).
Todas as etapas de bloqueio e incubacdo foram seguidas por trés
lavagens das membranas (5 minutos cada) com TBS-T. A fim de se
detectar as formas fosforilada e total de ERK na mesma membrana, 0s
imunocomplexos foram removidos conforme descrito previamente
(POSSER et al., 2007). De forma simplificada, as membranas foram
lavadas uma vez com &gua duplamente deionizada (5 minutos), em
seguida foram incubadas com NaOH 0,2 M (5 minutos), lavadas com
agua duplamente deionizada (5 minutos) e por Gltimo com TBS-T (5
minutos). As membranas desprovidas de imunocomplexos foram
bloqueadas e submetidas ao mesmo protocolo descrito acima. A
densidade optica (DO) das bandas foi quantificada usando Image Lab
software® 4.1 (Bio-Rad Laboratories). As bandas de proteinas foram
guantificadas por densitometria utilizando B-actina (Abcam, 1:1000)
como controle padrdo da aplicacdo de proteinas. O nivel de fosforilagéo
da ERK (Tyr 204) foi determinado pela razdo DO da proteina
fosforilada/DO da proteina total normalizada pela p-actina. Os dados
foram expressos como porcentagem em relagdo ao controle (considerado
como 100%).

3.8 FARMACOS E REAGENTES

A inosina foi obtida da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA) e diluida em solucédo salina isotonica (NaCl 0,9%). Para a
inducdo da EAE, os reagentes toxina Pertussis, PBS e CFA foram
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA), o peptideo
MOG35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) foi obtido da
EZBiolab, Carmel, IN 46032, USA e 0 M. tuberculosis H37Ra obtido da
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA. Nas analises histologicas e
imunoistoquimicas, os reagentes PBS, H&E e H202 foram adquiridos
da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA), o anticorpo monoclonal
de camundongo anti-GFAP da Cell Signalling Technology (Danvers,
MA, EUA). Os anti-corpos para realizagdo do Western blot foram
adquiridos, respectivamente, anti-A2AR, anti-ERK sc-93 e anti-pERK
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sc-7976 da Santa Cruz Biotechnology® , anti-A1R e pB-actina da
Abcam®. O nivel de citocina (IL-17) foi determinado utilizando
conjunto de diagndstico de ELISA obtido da R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(HAJI et al., 2012). A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada
através da analise de variancia (MICHOT et al., 2012) de uma ou duas
vias, adequadas ao protocolo experimental. Posteriormente, 0os grupos
foram comparados entre si empregando-se o teste post hoc de Newman-
Keuls. Valores de P menores a 0,05 (p<0,05) foram considerados
estatisticamente significantes. As analises estatisticas foram realizadas
usando o software Graphpad Prism4 (GraphPad Software Inc., San
Diego, EUA).
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DA INOSINA SOBRE OS SINAIS CLINICOS
DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA EAE

Assim como ocorrem déficits motores na EM, o seu modelo EAE
caracteriza-se por neurodegeneracdo seguida, dentre outros fatores, de
paralisia da cauda e membros nos animais (STROMNES e
GOVERMAN, 2006a; VAN ASCH, 2011). Desse modo, é possivel
acompanhar o desenvolvimento da doenca pela manifestagdo de sinais
clinicos nos animais, os quais iniciam geralmente entre os dias 9 a 14
p.i. Para avaliar a severidade clinica da EAE, assim como a a¢do
preventiva da inosina, utilizou-se a escala de escores conforme a Tabela
1, previamente descrita. Os resultados apresentados nas Figuras 7A e 7B
demonstram que os animais do grupo EAE apresentaram 0s primeiros
sinais de paralisia no dia 12 p.i., atingindo o valor maximo de escore no
dia 36 p.i. (2,5 £ 0,5). De maneira relevante, o tratamento com inosina
(1 e 10mg/kg) inibiu, significativamente, o surgimento dos sinais
clinicos induzidos pela EAE (Figuras 7A e 7B), além de reduzir a
severidade dos escores quando comparados aos animais do grupo EAE
+ veiculo. Ressalta-se que os animais tratados com inosina na dose
1mg/kg apresentaram os primeiros sinais tipicos da EAE apenas no 30°
dia apds a imunizacdo, com escore clinico maximo de 1 no ultimo dia da
andlise (Figura 7A) e com inibicdo méxima de 88% em relacéo ao grupo
EAE + veiculo, baseado no grafico da area sob a curva (ASC) (Figura
7B). Por outro lado, embora os sinais clinicos nos animais tratados com
inosina 10mg/kg tenham surgido no dia 20 p.i., 0 escore clinico maximo
atingido também foi de apenas 1 (Figura 7A), com inibicdo maxima de
77% baseado no gréafico da ASC (Figura 7B).

Além dos sinais de paralisia, a perda de peso corporal é tambhém
considerada uma manifesta¢do clinica decorrente da EAE (STROMNES
e GOVERMAN, 2006a; VAN ASCH, 2011). De acordo com a Figura
7C, nos primeiros dias p.i., todos os animais apresentaram perda de
peso. No entanto, no decurso da doenga, pdde-se observar que os
animais do grupo EAE + veiculo apresentaram significativa perda de
massa corporal em relacdo ao grupo controle (Figura 7C). Ainda, na
Figura 7D observa-se que a partir da medida de ganho de peso em
relacdo ao pico da doenca (22° dia p.i.), observou-se perda de peso
significativa nos animais EAE + veiculo quando comparado ao grupo
controle. Por outro lado, o tratamento com inosina na dose de 1 mg/kg
foi capaz de inibir a perda de peso induzida pela EAE (Figura 7C),
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assim como restaurd-la de maneira similar aos animais do grupo
controle (Figura 7D). No entanto, o tratamento com inosina na dose de
10 mg/kg falhou em inibir a perda de peso induzida pela EAE (Figuras
7Ce7D).
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Figura 7: Efeito da inosina sobre os sinais clinicos e o desenvolvimento da
EAE. Escore clinico (A), area sob a curva (ASC) (B), variagdo de peso corporal
(C) no decurso da EAE e ganho de peso corporal no pico da doenca (22° dia
p.i.) (D) avaliados nos grupos controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina
1mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10mg/kg (i.p.). Os dados sdo apresentados como
média + EPM de 4-6 animais/grupo. *p<0,01 e **p<0,001 representa a
diferenga estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo controle, #p<0,01 e
##p<0,001 representa a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1 ou 10
mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de duas vias — A e C, ANOVA
de uma via — B e D seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).
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4.2 EFEITO DA INOSINA SOBRE A HIPERALGESIA INDUZIDA
PELA EAE

Dentre as principais manifestacdes clinicas associadas a EM, a
dor neuropatica é relativamente comum, cuja manifestacdo colabora de
forma vigorosa para a reducdo na QV do paciente (GALLIEN et al.,
2014). Assim, o proximo objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
anti-hiperalgésico da inosina durante a fase pré-motora da EAE.
Conforme ilustrado na Figura 8, a hiperalgesia mecanica induzida pela
EAE foi caracteriza pelo aumento evidente e prolongado na frequéncia
de resposta & estimulagdo com ambos os filamentos de von Frey
utilizados (0,4 e 0,6 g). A hiperalgesia mecénica foi evidente a partir do
4° dia p.i., atingiu 0 pico maximo de resposta no dia 12 e permaneceu
elevada durante os 14 dias de anélise, principalmente na avaliacdo pelo
filamento de von Frey 0,4 g (Figuras 8A e 8B). O tratamento preventivo
dos animais com inosina na dose de 1mg/kg inibiu a hiperalgesia
mecanica induzida pela EAE, com inibicdo maximade 65+ 13 %e 79 +
10%, respectivamente para os filamentos 0,4 e 0,69, baseado no grafico
da ASC (Figuras 8B e 8D). No entanto, esse efeito analgésico ndo foi
evidenciado ap6s o tratamento dos animais com inosina na dose de
10mg/kg (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da inosina sobre a hiperalgesia mecénica decorrente da
inducdo da EAE. Hiperalgesia mecénica (A e C) e area sob a curva (B e D)
avaliada com filamentos de von Frey 0,4 g (A e B) e 0,6 g (C e D) nos grupos
controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina 1mg/kg (i.p.) e EAE + inosina
10mg/kg (i.p.). Os dados sdo apresentados como média + EPM de 4-6
animais/grupo. *p<0,01 e **p<0,001 representam a diferenca estatistica do
grupo EAE + veiculo versus o grupo controle, #p<0,01 e ##p<0,001
representam a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1 ou 10 mg/kg)
versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de duas vias — A e C, ANOVA de uma
via — B e D seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

Além da hiperalgesia mecanica, a dor neuropatica induzida pela
EAE também se manifesta através da hiperalgesia térmica. Por esta
razdo, o proximo objetivo desse estudo foi avaliar se o tratamento dos
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animais com inosina poderia também inibir a hiperalgesia térmica ao
frio induzida pela imunizacdo com MOGgzss5. Conforme demonstrado
na Figura 9, a EAE induziu uma acentuada e prolongada hiperalgesia
térmica ao frio quando comparado ao grupo controle. Em contrapartida,
o0 tratamento preventivo com inosina (1 e 10 mg/kg) inibiu de maneira
significativa a hiperalgesia térmica ao frio, principalmente, nos dias 3, 7
e 9 p.i. (Figura 9A), com inibicdo méaxima de 84 + 9% e 62 + 12%,
respectivamente para 0s tratamentos com inosina 1 e 10mg/kg, baseado
no gréfico da ASC (Figura 9B).
A -} Controle B
- EAE 121

_ -O-+Inosina 1 mg/kg, i.p., 2x/dia
-8~ + Inosina 10 mg/kg, i.p., 2x/dia

¥k

N
o

O

©

2

Q Q #
0 €9 6

2 a5 - [
© ##

e}

g T

£

Q

-

0
0.0 Controle Veiculo +INO1 +INO 10

04 285 7 & $143 ' EAE
Dias pés-imunizagao

Figura 9: Efeito da inosina sobre a hiperalgesia térmica ao frio induzida
pela EAE. Hiperalgesia térmica ao frio avaliada pela acetona (A) e &rea sob a
curva (B) nos grupos controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina 1mg/kg
(i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.). Os dados sdo apresentados como média +
EPM de 4-6 animais/grupo. *p<0,01 e **p<0,001 representam a diferenca
estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo controle, #p<0,01 e
##p<0,001 representam a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1ou
10 mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de duas vias — A, ANOVA
de uma via — B seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

4.3 EFEITO DA INOSINA SOBRE COMPORTAMENTO TIPO-
DEPRESSIVO E ANSIOSO

Os sintomas relacionados & progressdo da EAE, em sua grande
totalidade, referem-se as alteracfes motoras e sensitivas. No entanto,
dados recentes demonstram que pacientes portadores dessa doenca,
geralmente, apresentam sinais de depressao e ansiedade (FEINSTEIN et
al., 2014). AlteracGes anedbnicas sdo observadas pela reducdo no
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consumo de sacarose (TCS) por roedores, podendo ser interpretado
como um comportamento tipico depressivo (WEISS, 1997). Por esta
razdo, nesse estudo avaliou-se o efeito tipo-antidepressivo e ansiolitico
da inosina durante a fase pré-motora da EAE. Conforme ilustrado na
Figura 10, os animais do grupo EAE ndo apresentaram consumo,
significativamente, reduzido de solucdo de sacarose 1% quando
comparado ao grupo controle (Figura 10A). Além disso, o tratamento
com inosina na dose de 1 mg/kg nédo alterou o consumo de solucdo de
sacarose quando comparado ao grupo EAE + veiculo (Figura 10A).

Ainda referente ao comportamento tipo-depressivo, avaliou-se o
tempo de imobilidade do animal por meio do teste de suspensdo pela
cauda (TSC). O teste foi realizado no 13° dia p.i. com 0s grupos
controle, EAE + veiculo e EAE + inosina 1 mg/kg. Conforme ilustrado
na Figura 10B, a inducdo da EAE ndo aumentou o tempo de imobilidade
nos animais quando comparado ao grupo controle (Figura 10B),
enquanto que o tratamento com inosina induziu reducdo no tempo de
imobilidade quando comparado ao grupo controle (Figura 10B).
Ressalta-se que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos no tempo
de laténcia para a imobilidade durante o TSC (Figura 10C).
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Figura 10: Efeito da inosina sobre o comportamento tipo-depressivo
induzido pela EAE. (A) Consumo de solucdo de sacarose 1% em relagdo ao
consumo total de liquido (agua + solucédo de sacarose 1%) em %; (B) Tempo de
imobilidade dos animais; (C) Tempo de laténcia para imobilidade. O TCS,
assim como o TSC, foram realizados nos animais dos grupos controle, EAE +
veiculo (i.p.) e EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.). Os dados sdo apresentados como
média £ EPM de 6-11 animais/grupo. *p<0,01 representa a diferenca estatistica
do grupo EAE tratado com inosina 1 mg/kg (i.p.) versus o grupo controle
(ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

Conforme elucidado previamente, os animais com EAE podem
apresentar comportamento tipo-ansioso durante a fase pré-motora da
doenca (HAJI et al., 2012). Neste contexto, o comportamento tipo-
ansioso foi avaliado nos animais dos grupos controle, EAE + veiculo e
EAE + inosina 1 mg/kg no 12° dia p.i., através do teste LCE. Conforme
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ilustrado na Figura 11, ndo houve diferenca significativa quanto ao
tempo de permanéncia no brago fechado entre os grupos (Figura 11A).
Além disso, 0 nimero de entradas no brago fechado, assim como o
numero total de entradas nos bracgos (brago aberto + braco fechado) néo
distinguiu entre os grupos experimentais (Figuras 11A e 11E),
confirmando que ndo existe diferenca locomotora entre 0s grupos no
periodo analisado (fase pré-motora). No entanto, o tempo de
permanéncia no braco aberto foi menor no grupo EAE + veiculo quando
comparado ao grupo controle (Figura 11B), enquanto o tratamento com
inosina (1 mg/kg) ndo foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia,
assim como o nimero de entradas no brago aberto quando comparado ao
grupo EAE + veiculo (Figuras 11B e 11D). Em conjunto, esses dados
sugerem que a inosina (1 mg/kg) inibe os sintomas motores e sensitivos
induzidos pela EAE, sem afetar de maneira significativa o
comportamento tipo-depressivo e ansioso durante a fase pré-motora da
EAE.
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Figura 11: Efeito da inosina sobre o comportamento ansioso induzido pela
EAE. O teste do LCE (A-E) foi realizado nos animais dos grupos controle, EAE
+ veiculo (i.p.) e EAE + inosina 1mg/kg (i.p.). (A) Tempo de permanéncia no
braco fechado; (B) Tempo de permanéncia no brago aberto; (C) NUmero de
entrada no braco fechado; (D) Numero de entradas no brago aberto; (E) Total de
entradas nos bragos - nimero de entradas no brago aberto + o nimero de
entradas no brago fechado. Os dados séo apresentados como média + EPM de 6-
11 animais/grupo. *p<0,01 representa a diferenca estatistica do grupo EAE
tratado com veiculo ou inosina 1mg/kg (i.p.) versus o grupo controle (ANOVA
de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).
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4.4 EFEITO DA INOSINA SOBRE O TEMPO DE NADO FORCADO
COM SOBRECARGA DURANTE A FASE DE INDUCAO DA EAE

A fadiga encontra-se dentre as debilidades comumente associadas
a EM que possuem grande influéncia na QV do paciente (HAUSER SL,
2008). A fim de avaliar esse comportamento no decurso da EAE,
realizou-se o teste do nado forcado com sobrecarga no 14° dia p.i. Os
resultados apresentados na Figura 12 demonstram que a inducdo da EAE
foi capaz de induzir reducdo significativa no tempo de nado quando
comparado ao grupo controle (Figura 12), o que demonstra
comportamento tipo-fadiga por exaustdo. No entanto, o tratamento com
inosina (1 mg/kg) ndo aumentou o tempo de nado, ou seja, ndo inibiu a
exaustdo induzida pela EAE durante a fase pré-motora da doenga
(Figura 12).
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Figura 12: Efeito da inosina sobre o tempo de nado for¢cado com sobrecarga
durante a fase de indugdo da EAE. Avaliacdo da fadiga nos animais dos
grupos controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.). Os dados sdo
apresentados como média + EPM de 8-11 animais/grupo. **p<0,001 representa a
diferenga estatistica do grupo EAE + veiculo ou inosina 1mg/kg (i.p.) versus o
grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

4.5 EFEITO DA INOSINA SOBRE A RESPOSTA INFLAMATORIA
E DESMIELINIZANTE INDUZIDA PELA EAE

A migracdo de células inflamatérias para 0 SNC no decurso da
EAE depende, pelo menos em parte, da ativacdo das células gliais,
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principalmente, da microglia, a qual juntamente com os linfécitos T
autorreativos contribuem para a neuroinflamacdo e desmielinizacdo
(COMPSTON e COLES, 2008). Portanto, a proxima etapa desse projeto
foi avaliar o efeito da inosina na modulagdo da resposta
neuroinflamatdria e desmielinizante induzidas pela EAE. Conforme
ilustrado na Figura 13, a andlise histolégica da medula espinhal do
grupo controle revelam baixos niveis de células inflamatorias.
Entretanto, 40 dias decorridos da imunizacdo, os animais do grupo EAE
+ veiculo apresentaram aumento da infiltracdo de células inflamatdrias
na medula espinhal quando comparado ao grupo controle, com destaque
para a regido da substancia branca (Figura 13). De maneira significativa,
0s animais tratados com inosina (1 e 10 mg/kg) apresentaram reducédo
no infiltrado de células inflamatérias na substancia branca da medula
espinhal quando comparados ao grupo EAE + veiculo (Figuras 13A e
13B).
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Figura 13: Efeito da inosina sobre o nimero de células inflamatérias no
SNC na fase cronica da EAE. Anéalise do nimero de células inflamatérias na
medula espinhal (A e B) dos animais controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE +
inosina 1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.). (B) A quantificacdo foi
baseada em uma média de 5-6 campos oculares da substancia branca da medula
espinhal de um total de 4-6 animais/grupo. Aumento de 100 e 400x,
respectivamente. Detalhe: foco inflamatorio presente na substancia branca. DO:
densidade Optica. Os dados sdo apresentados como média + EPM. *p<0,01
representa a diferenca estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo
controle, #p<0,01 representa a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1
ou 10 mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo
post-hoc de Newmann-Keuls).

Além disso, através da coloragdo de LFB, apds a indugdo da EAE
observou-se intensa area de desmielinizacdo na medula espinhal dos
animais EAE + veiculo quando comparado ao grupo controle (Figura
14). Em contrapartida, o tratamento com inosina (1 e 10 mg/kg) inibiu,
significativamente, a desmielinizacdo na medula espinhal quando
comparado ao grupo EAE + veiculo (Figura 14). Cabe ressaltar que a
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dose de 1 mg/kg manteve o grau de mielinizacdo do tecido préximo ao
do grupo controle (Figuras 14A e 14B).
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Figura 14: Efeito da inosina na desmieliniza¢ao induzida pela EAE. Anélise
da area de desmielinizagdo na medula espinhal (A e B) dos animais controle,
EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg
(i.p.). (B) A quantificacdo foi baseada em uma média de 5-6 campos oculares da
substancia branca da medula espinhal de um total de 4-6 animais/grupo.
Aumento de 100 e 400x, respectivamente. Detalhe: area de desmielinizacdo na
substancia branca. DO: densidade Optica. Os dados sdo apresentados como
média £ EPM. **p<0,001 representa diferenca estatistica do grupo EAE +
veiculo versus o grupo controle, #p<0,01 representa diferenca estatistica do
grupo EAE + inosina (1 mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de
uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

4.6 EFEITO DA INOSINA SOBRE A ATIVACAO ASTROCITARIA
DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA EAE

Além da migracdo de células T autorreativas para 0 SNC durante
0 desenvolvimento da EAE, células gliais, como os astrécitos, séo
ativadas no decurso da doenga contribuindo para sua patogénese
(COMABELLA e KHOURY, 2012). Nesse sentido, avaliou-se aqui a
ativacdo de células astrocitarias 40 dias p.i. no SNC. Conforme ilustrado
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na Figura 15, as analises histolégicas da medula espinhal dos animais
controles apresentaram ativacdo astrocitaria basal, a qual foi
significativamente aumentada apds a inducdo da EAE (Figuras 15A e
15B). Notavelmente, o tratamento com inosina 1 mg/kg inibiu a ativagédo
astrocitaria quando comparado aos animais do grupo EAE + veiculo
(Figura 15). Por outro lado, o tratamento preventivo com o inosina 10
mg/kg ndo inibiu, de maneira significativa, a expressdo de GFAP na
medula espinhal ap6s 40 dias da imunizacéo (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da inosina sobre a ativacdo astrocitaria durante o
desenvolvimento da EAE. Avaliagdo imunoistoquimica da ativagdo astrocitaria na
medula espinhal (A e B). A expressdo de GFAP foi analisada nos animais controle,
EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.).
(B) A quantificacdo foi baseada em uma média de 5-6 campos oculares da
substancia branca da medula espinhal de um total de 4-6 animais/grupo. Aumento de
400x. DO: densidade dptica. Os dados sdo apresentados como média + EPM.
**p<0,001 representa diferenca estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo
controle, ##p<0,001 representa a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1
ou 10 mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo
post-hoc de Newmann-Keuls).

4.7 EFEITO DA INOSINA SOBRE O NIVEL DA CITOCINA IL-17
EM LINFONODOS INGUINAIS APOS A INDUCAO DA EAE

Dentre as citocinas pro-inflamatdrias envolvidas na patogénese da
EM, estudos prévios demonstram forte associacdo da IL-17 a
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severidade da doenca (MATUSEVICIUS et al., 1999; HEDEGAARD et
al., 2008). O potencial patogénico da IL-17 na EM esta associado a sua
acentuada contribuicdo para com o processo neuroinflamatério (KEBIR
et al., 2007). Dados prévios revelam reducdo da IL-17 em linfécitos de
pacientes com EM apds o tratamento com agonista para A2AR
(VINCENZI et al., 2013). Assim, juntamente com os dados descritos
sobre a acdo anti-inflamatéria da inosina, o préximo objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito da inosina sobre o nivel de IL-17 em
linfonodos inguinais 40 dias ap6s inducdo da EAE. Os resultados
obtidos demonstrados na Figura 16 indicam aumento significativo no
contetdo de IL-17 nos linfonodos do grupo EAE + veiculo, quando
comparado ao grupo controle. De forma significativa, o tratamento com
inosina (1 e 10 mg/kg) inibiu os niveis de IL-17 apds inducdo da EAE
(Figura 16). Em conjunto, os nossos dados sugerem que o tratamento
com inosina bloqueia o desenvolvimento da doenca, assim como a
neuroinflamacdo e desmieliniza¢do, por diminuir a expansao/ativacdo
elou proliferacdo de linfocitos pro-encefalitogénicos, especialmente
Th17, principal produtor de IL-17, nos 6rgdos linfoides periféricos.



68

Linfonodos inguinais

-~
(=)
)

##

##

L

IL-17
(pg/mg proteina)
=
H

Controle Veiculo +INO1 +INO 10

EAE

Figura 16: Efeito da inosina nos niveis de IL-17 em linfonodos inguinais
apos a inducdo da EAE. Quantificagdo dos niveis de IL-17 por ELISA nos
linfonodos inguinais dos animais controle, EAE + veiculo (i.p.), EAE + inosina
1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.) no 40° dia ap6s a imunizagdo. Os
dados séo apresentados como média £ EPM de 3-6 animais por grupo. *p<0,01
representa diferenca estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo controle,
##p<0,001 representa a diferenca estatistica dos grupos EAE + inosina (1 ou 10
mg/kg) versus o grupo EAE + veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo post-
hoc de Newmann-Keuls).

4.8 EFEITO DA INOSINA NA EXPRESSAO DOS RECEPTORES Al
E A2A NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS APOS INDUCAO
DA EAE

De acordo com estudos anteriores, pacientes com EM possuem
alteracdes na expressdo de receptores adenosinérgicos, tal como reducéo
nos niveis de A1IR (JOHNSTON et al., 2001). Autores relatam que a
expressao e a ativagdo do receptor Al in vivo sdo importantes para a
reducdo da severidade da EAE, o qual envolve inibicdo do processo de
desmielinizagdo e da ativacdo microglial (HASELKORN et al., 2010;
TSUTSUI et al., 2004; 2008). Além disso, conforme descrito
previamente, o A2AR estd envolvido no controle da inflamacéo
(GARCIA et al., 2008; VINCENZI et al., 2013) e, paralelamente, sua
expressao encontra-se aumentada no SNC de pacientes com EM
(RISSANEN et al., 2013). Ademais, dados prévios sugerem que a
inosina pode modular, pelo menos em parte, seus efeitos fisiologicos
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através da interacdo com os receptores adenosinérgicos, principalmente
Al e A2A, expressos tanto na periferia como no SNC (HASKO,
SITKOVSKY e SZABO, 2004). Assim, o préximo objetivo do presente
estudo foi avaliar se o efeito antinociceptivo e imunomodulador da
inosina estaria relacionado com os receptores adenosinérgicos expressos
no SNC. Para isso, os niveis de expressdo de AIR e A2AR foram
avaliados na medula espinhal dos animais 40 dias ap6s a imunizacéo.
Como esperado, a inducdo da EAE resultou em aumento significativo na
expressdao do A2AR na medula espinhal (Figuras 17A e 17C), em
contrapartida, a inducdo da EAE resultou em reduzida expressdo de
A1R, como demonstrado nas Figuras 17A e B. De modo interessante, 0
tratamento preventivo com inosina (1 e 10 mg/kg) reduziu
significativamente a expressdo de A2A induzida pela EAE (Figuras 17A
e 17C), sem afetar os niveis do A1R (Figuras 17A e 17B). Em conjunto
estes dados sugerem que modulagdo nos niveis de expressdao de A2AR
no SNC pela inosina seja, em parte, responsavel pela inibicdo da
progressdo da EAE. Esse efeito pode decorrer, principalmente, da
reducdo do infiltrado inflamatério no SNC pela inosina, por exemplo, de
linfocitos T, nos quais 0 A2AR é abundantemente expresso, além dos
niveis reduzidos de IL-17 nos tecidos linfoides periféricos, que em
conjunto induzem a neuroinflamag&o e consequente desmielinizag&o.
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Figura 17: Efeito da inosina na expressdo dos receptores Al e A2A na
medula espinhal dos animais apés a indugdo da EAE. Imunodetecgdo do A1IR
e A2AR por Western blotting e o efeito da inosina sobre a expressao dos receptores
adenosinérgicos (A-C) na medula espinal dos animais dos grupos controle, EAE +
veiculo (i.p.), EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.). (A)
Imagem representativa do ensaio de Western blotting do A1R, A2AR e da B-actina;
(B) Quantificacdo da expressdo do AI1R normalizado pela pB-actina. (C)
Quantificacdo da expressdo do A2AR normalizado pela B-actina Os dados séo
apresentados como média + EPM de 4-6 animais/grupo. *p<0,01 representa a
diferenca estatistica do grupo EAE + veiculo versus o grupo controle, #p<0,01
representa a diferenga estatistica dos grupos EAE + inosina (1 ou 10 mg/kg) versus
0 grupo EAE + veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-
Keuls).
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4.9 EFEITO DA INOSINA NA EXPRESSAO E FOSFORILAGAO DA
ENZIMA ERK1 NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS APOS A
INDUCAO DA EAE

No SNC, o A2AR interage com o sistema proteina
Gs/AC/AMPCc/RAP-1A, o qual resulta na ativacdo da proteina cinase
ativada por mitégenos 1-3 (ERK1/2), independente da proteina cinase A
(PKA) (WYATT et al, 2002). Além disso, dados anteriores
demonstraram que o aumento de fosforilagdo da ERK1 contribui para a
patofisiologia da EAE (SHIN et al., 2003; BRERETON et al., 2009).
Assim, a fim de compreender o mecanismo pelo qual a inosina modula o
desenvolvimento da EAE, a proxima etapa desse estudo foi avaliar a
expressdao da proteina ERK1 no SNC ap6s a inducdo da doenca.
Conforme ilustrado na Figura 18, a fosforilagdo da proteina ERK1
aumentou de maneira significativa nos animais do grupo EAE + veiculo
guando comparado ao grupo controle (Figuras 18A e 18B). No entanto,
0 tratamento com inosina (1 e 10 mg/kg) ndo foi capaz de reduzir a
fosforilagdo da proteina ERK1 no SNC quando comparado ao grupo
EAE + veiculo (Figuras 18A e 18B). Ressalta-se que ndo houve
diferenca significativa na expressao da forma ndo fosforilada da proteina
ERK1 (Figuras 18A e 18C). Assim, em conjunto, esses dados sugerem
gue os efeitos imunomodulador e analgésico da inosina durante o
desenvolvimento da EAE dependem, em parte, da modulacdo do
receptor A2A por vias independentes da proteina cinase ERK1.
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Figura 18: Efeito da inosina na expresséo da enzima ERK1 na medula espinhal
dos animais apo6s a inducgdo da EAE. Imunodetecgdo da enzima ERK1 por Western
blotting e o efeito da inosina sobre a expresséo da proteina ativada por mitégeno (A-
C) na medula espinal dos animais pertencentes aos grupos controle, EAE + veiculo
(i.p.), EAE + inosina 1 mg/kg (i.p.) e EAE + inosina 10 mg/kg (i.p.). (A) Imagem
representativa do ensaio de Western blotting de ERK1, p-ERKI1 e da B-actina; (B)
Quantificacdo de p-ERK1 normalizada pela ERK1; (C) Quantificacdo da expressdo
de ERK1 normalizada pela B-actina. Os dados sdo apresentados como média + EPM
de 4-6 animais/grupo. *p<0,01 representa diferenca estatistica do grupo EAE +
veiculo versus o grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de
Newmann-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Uma doenga inflamatéria crénica desmielinizante, acompanhada
por inimeras debilidades permanentes, tal como a EM (MCFARLAND
e MARTIN, 2007; NYLANDER e HAFLER, 2012), requer uma terapia
prolongada e, portanto, ausente de efeitos adversos que possam surgir ao
longo do tratamento. As terapias de primeira escolha para o tratamento
da EM tem trazido beneficios, porém, com um ndmero reduzido de
pacientes responsivo (GAJOFATTO et al., 2009), além de baixa eficacia
na prevencdo do acumulo de déficits, assim como na evolucdo da
doenca (MORRISSEY, LE PAGE e EDAN, 2005; SCHREMPF e
ZIEMSSEN, 2007; BERMEL et al., 2013). Devido a essas limitacGes
terapéuticas, tratamentos complementares tornam-se necessarios
(RUBIN, 2013b). Desse modo, dentre os desafios atuais na busca de
novos agentes terapéuticos para o tratamento da EM, encontra-se a
eliminacgdo de efeitos adversos potenciais, medicamentos de baixo custo,
além de terapias mais eficazes para a EM do tipo progressiva e ausente
de surtos (CARRITHERS, 2014).

Embora haja um desprovimento de dados acerca dos possiveis
efeitos protetores da inosina na EM, estudos relacionados a demais
patologias tém demonstrado efeitos anti-hiperalgésicos (NASCIMENTO
et al., 2010; 2014), neuroprotetores (ZAl et al., 2009; KIM et al., 2013;
KURICOVA et al., 2014) e anti-inflamatérios (HASKO et al., 2000;
MARTON et al., 2001; DA ROCHA LAPA et al., 2013), além de a¢des
sobre modelos de doencas autoimunes (MABLEY et al., 2003; 2003a) e
neurodegenerativas (CIPRIANI, BAKSHI e SCHWARZSCHILD,
2014). Assim, a principal motivacdo desse trabalho foi investigar o
efeito imunomodulador da inosina no modelo animal de EM.

Os resultados obtidos revelaram a ac¢do potencial da inosina (1 e
10 mg/kg) em retardar o aparecimento dos sinais clinicos da EAE, assim
como sua severidade, quando presentes, indicando efeito inibitério do
desenvolvimento e progressdo da doenca. Além dos escores clinicos, a
inosina inibiu a perda de peso induzida pela EAE, com destaque para a
dose de 1 mg/kg, de forma semelhante ao grupo controle. Esses
resultados suportam trabalhos prévios realizados com pacientes
portadores de EM, no qual efeitos semelhantes na reducdo de sinais
clinicos, assim como na manuten¢do da melhora clinica, foram obtidos
pelo tratamento oral com inosina (TONCEV, 2006; MARKOWITZ et
al., 2009).

Conforme descrito anteriormente, a patofisiologia da EM, assim
como do modelo de EAE, envolve a migracdo de células inflamatdrias
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autorreativas e, uma vez no SNC, essas células sdo reativadas
desencadeando a neuroinflamacdo. (HAFLER, 2004; COMABELLA e
KHOURY, 2012). Como esperado, o grupo EAE + veiculo demonstrou
proeminente neuroinflamagdo em relagdo ao grupo controle, observada
pela técnica histolégica de H&E, estando de acordo com os trabalhos
prévios do mesmo grupo de pesquisa (DUTRA et al., 2011). Ao passo
gue se instala a neuroinflamagéo, decorrente da liberacdo de mediadores
inflamatorios, € estabelecido um processo neurodegenerativo no SNC,
tendo como alvos principais os oligodendrocitos e a bainha de mielina
(COMABELLA e KHOURY, 2012), as quais foram reafirmadas neste
trabalho pela presenca de &reas de desmielinizacdo na medula espinhal
decorrentes da EAE, conforme demonstrado previamente (DUTRA et
al., 2011). Assim, pela primeira vez na literatura, o presente trabalho
demonstra o efeito protetor da inosina na neuroinflamacéo induzida pela
EAE, além da sua eficacia em prevenir o alto grau de desmielinizacdo
provocado pela doenga, com destaque para a dose de inosina 1 mg/kg.
Por fim, em conjunto, esses dados sugerem que o efeito protetor da
inosina sobre a neuroinflamacéo é reforcado pelo controle do processo
desmielinizante, tendo visto que esse sucede 0 processo
neuroinflamatério.

De acordo com a literatura, o efeito imunomodulador e
neuroprotetor da inosina envolve a participagdo de receptores
adenosinérgicos, principalmente, os subtipos Al e A2A (HASKO et al.,
2000; MARTON et al., 2001). Posteriormente, estudos com pacientes
portadores de EM, assim como em modelos animais, demonstraram o
envolvimento desses mesmos receptores na modulacdo da doenga.
(HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004; RISSANEN et al., 2013).
Nesse sentido, buscou-se investigar a expressao desses receptores, assim
como sua correlagdo com os efeitos da inosina sobre a neuroinflamacéo,
desmielinizacdo e consequente déficit motor induzido pela EAE.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que a
EAE reduziu a expressdo de A1R e, por outro lado, exacerbou a
expressdo de A2AR na medula espinhal de animais EAE + veiculo 40
dias p.i., quando comparados ao grupo controle. Esses dados estdo em
conformidade aos encontrados na literatura, 0s quais demonstraram 0
aumento na expressao de A2AR em cérebro de pacientes com EMPS,
apos analises de IRM, associada a escores exacerbados e ao alto grau de
neurodegeneracdo (RISSANEN et al., 2013). De forma similar, baixos
niveis de A1R foram encontrados no SNC de pacientes com EM, de
acordo com estudos anteriores (JOHNSTON et al., 2001; TSUTSUI et
al., 2008). Segundo Mills e colaboradores (2012), a expressdo de A2AR
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no SNC faz-se necessaria para que ocorra a progressdo da EAE, através
do aumento da infiltragdo de células inflamatérias. De forma
semelhante, Tsutsui e autores (2004) demonstraram que a expressao do
A1R também ¢é relevante na EAE, pois sua expressao reduz a severidade
e a progressdo da doenca, enquanto sua auséncia culmina com ativacao
microglial e desmielinizagdo acentuadas. Dessa forma, sugere-se que 0
desenvolvimento e a progressdo da doenca nos animais do grupo EAE +
veiculo, juntamente a elevada neuroinflamacdo e consequente
desmielinizacdo, deve-se, em parte, as alteracdes encontradas na
expressdo dos receptores Al e A2A no SNC.

Os resultados obtidos pelo tratamento preventivo com inosina (1
e 10 mg/kg) demonstram efeito modulador na reducdo do nivel de
expressdo de A2AR na medula espinhal de animais com EAE
estabelecida, sem afetar a expressdo do ALR. Nesse contexto, Tsuitsui e
colaboradores (2008) sugerem que a expressdao de A1R na EM, assim
como na EAE, seja influenciada pela proteina B-arrestina-1, a qual se
encontra aumentada no SNC devido ao processo inflamatério da doenca
e, consequentemente, suprime a expressao de A1R. Além disso, estudos
anteriores relatam o envolvimento de arrestinas como antigenos nas
doencas autoimunes do SNC, dentre elas a EM (OHGURO et al., 1993;
FOROOGHIAN et al., 2007). Assim, uma possivel explicacdo para o
nao reestabelecimento dos niveis de ALR pela inosina durante o
desenvolvimento da EAE, seja que sua acdo ndo envolva a reducdo da
expressdo de B-arrestina-1 no SNC. De acordo com estudos prévios, a
ativacdo de ALR contribui para a reducdo da severidade da EAE, além
de reduzir o processo desmielinizante e a ativacdo microglial
(HASELKORN et al., 2010; ASGHARI et al., 2013). Por esta razdo,
apesar da ativacdo de A1R pela inosina ocorra em niveis reduzidos no
SNC, nossos dados sugerem que para a reducdo efetiva do
desenvolvimento e progressdo da EAE via A1R, apds o tratamento com
inosina, seja necessario 0 aumento prévio na expressdo central desse
receptor.

Mills e colaboradores (2012) indicam que a reducéo de A2AR no
SNC coincide com a inibigdo da progressdo da EAE, através da
prevencdo na infiltracdo de células inflamatérias para dentro do SNC.
Ademais, dados de Paternit e colaboradores (2011) indicam que o efeito
neuroprotetor de agonistas A2AR, administrados sistemicamente em
modelo de dano & medula espinhal, se deve a uma acéo periférica, uma
vez que ndo ocorre neuroprotecdo quando o agonista € administrado
centralmente. Por outro lado, os dados aqui apresentados sugerem que 0
efeito neuroprotetor da inosina deva-se a redugdo da expressdo do
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A2AR no SNC. Outros estudos indicam as células imunolégicas como
principal alvo de agonistas A2AR, os quais melhoram o déficit
locomotor (LI et al., 2006) e inibem da resposta inflamatdria (LAPPAS,
RIEGER e LINDEN, 2005; KRECKLER et al., 2006; ALAM et al.,
2009). Reforcando essa hipétese, estudo prévio em pacientes com EM
demonstrou elevada expressdo de A2AR em linfdcitos, cuja ativacdo
provocou inibicdo de mediadores proé-inflamatérios, assim como de
moléculas de adesdo a BHE e do fator de transcricdo - NF-xB
(VINCENZI et al., 2013).

Além disso, estudos anteriores demonstraram a associacao da IL-
17 a severidade da doenca e as placas de desmielinizacdo em pacientes
com EM (MATUSEVICIUS et al., 1999; HEDEGAARD et al., 2008).
Verificou-se ainda que a IL-17 regula diferentes vias de sinalizacao pro-
inflamatdrias (SHABGAH, FATTAHI e SHAHNEH, 2014), além de
contribuir para a ruptura da BHE e, assim, facilitar a neuroinflamacéo
com consequente dano ao SNC (KEBIR et al.,, 2007). Pesquisas
anteriores no modelo de EAE tém demonstrado niveis elevados de
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas a IL-17, em 6rgdos linfoides
periféricos tais como os linfonodos (DUTRA et al., 2011; ZHANG et
al., 2003). Visto o importante papel da citocina IL-17 na patogénese da
EM e na EAE, investigou-se a modulacdo da inosina sobre sua produgdo
em linfonodos apds estabelecida a EAE. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram aumento significativo na quantidade de IL-17 no
grupo EAE + veiculo, quando comparado ao grupo controle. De forma
acentuada, o tratamento com inosina (1 e 10 mg/kg) foi capaz de reduzir
0s niveis de IL-17 decorrentes da EAE. Esses dados corroboram com 0s
dados publicados por Vicenzi e colaboradores (2013), os quais
demonstraram elevada producdo de IL-17 em linfocitos de pacientes
com EM, os quais foram reduzidos pela a¢do de agonista A2AR. Por
esta razdo, e com base nos estudos prévios demonstrando que a
supressdo de IL-17 no modelo de EAE contribui para a inibicdo do
desenvolvimento e reducdo na severidade da doenca (KOMIYAMA et
al., 2006), pode-se sugerir que o efeito neuroprotetor da inosina na EAE
advém, em parte, da redugdo periférica nos niveis de IL-17.

Diferentes células do sistema imunolégico podem secretar IL-17,
tais como neutrofilos, células dendriticas, células T natural killer, células
Tyd e, principalmente, células Th17 (YAMADA, 2010). Conforme
anteriormente, as células Th17 possuem importante papel na patogénese
da EM e EAE (MONTES et al., 2009; DUTRA et al., 2011).
Considerando o efeito inibitério da inosina sobre o nivel de IL-17 em
linfonodos, sugere-se, ainda, que ela possa atuar sobre as células Th17,
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seja na sua diferenciagdo e/ou proliferagdo. Em conjunto, os dados
obtidos sugerem que o efeito imunomodulador da inosina no modelo
experimental de EM ocorra, em parte, pela inibicdo da resposta
inflamatdria induzida pelos linfocitos Th17 autorreativos via ativacdo de
receptores A2A. Entretanto, faz-se necessario estudo adicional para os
esclarecimentos dessa possivel acdo e confirmagdo da hipdtese
supracitada.

Além das células inflamatdrias, ha evidéncias de que a ativacao
astrocitaria contribua para a progressdo da EM, assim como da EAE
(PITT, WERNER e RAINE, 2000; DUTRA et al., 2011). A presenca
dessas células gliais na regido perivascular pode influenciar na
permeabilidade da BHE (ENGELHARDT, 2010), além de produzirem
citocinas, como TNF-a e IL-17, as quais contribuem para o
recrutamento de células inflamatérias para o0 SNC (KIPP et al., 2008;
TZARTOS et al., 2008; MCFARLAND e MARTIN, 2007). Além disso,
a neuroinflamacgdo pode exacerbar-se com a interacdo entre a microglia
ativada e os astrécitos (BAL-PRICE e BROWN, 2001), além de
potencializarem a perda de oligodendrocitos e a desmielinizacdo
(NYLANDER e HAFLER, 2012). Estudos in vitro demonstram a
presenca de receptores adenosinérgicos expressos nos astrocitos
(MATUTE e CAVALIERE, 2011) e correlacionam a ativacdo de A1R e
A3R a reducdo na expressdo de genes relacionados a inflamacéo (GESSI
etal., 2013).

Conforme as evidéncias apresentadas que correlacionam o0s
astrdcitos a patogénese da EAE, investigou-se o efeito da inosina sobre a
ativacdo astrocitaria ap6s o desenvolvimento da doenca. De fato,
verificou-se exacerbada ativacao astrocitéria decorrente da EAE, através
da expressdo de GFAP, cujo tratamento com inosina na dose de 1 mg/kg
foi capaz de inibir significativamente. Entretanto, observou-se que a
dose de 10 mg/kg de inosina ndo foi eficaz em inibir a atividade
astrocitaria. Estudos prévios tém demonstrado que a ativagao astrocitaria
por IL-17 promove quimiotaxia de células inflamatérias, além de poder
contribuir com a ruptura da BHE e consequente neuroinflamacéo
(CARLSON et al., 2008). Assim, verificou-se que a inosina (1 e 10
mg/kg) foi capaz de reduzir a producdo de IL-17 em linfocitos, além de
inibir o processo neuroinflamatdrio. Desse modo, sugere-se que a
inibicdo da atividade astrocitéria pela inosina na dose de 1 mg/kg seja,
em parte, via reducéo de IL-17 nos 6rgdos linfoides periféricos e suas
consequentes acOes patogénicas. Ademais, pode-se sugerir que a
inibicdo da atividade astrocitaria pela inosina contribua também para a
redugdo da resposta neuroinflamatoria e consequente desmielinizagéo.
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Por outro lado, considerando que o bloqueio de A2AR em astrécitos
reduz a excitotoxicidade por glutamato (PINTOR et al., 2004), sugere-se
que a dose de 10 mg/kg ative maior nimero de A2AR nessas células, a
ponto de exacerbar sua atividade. Sabido que a EM ¢é caracterizada por
excitotoxicidade glutamatérgica, (MATUTE e CAVALIERE, 2011), a
qual pode ser decorrente da ativagdo astrocitaria (PITT, WERNER e
RAINE, 2000), estudos adicionais podem esclarecer se o efeito da
inosina no controle da progressdo da EAE envolve a supressdo da
liberacdo de glutamato pelos astrocitos.

Ao longo dos anos, o conhecimento adquirido sobre as cinases e
seus inibidores tem incitado a busca por novas terapias para as doencas
neurodegenerativas (CUNY, 2009). Tan e colaboradores (1999)
demonstraram que a inibicdo de ERK1/2 esta correlacionada a reduzida
liberacdo de TNF-a pela microglia. Em contrapartida, autores sugerem
gue o aumento na fosforilagdo de ERK contribui para a maturacdo de
oligodendrécitos in vitro e, consequentemente, com O pProcesso
remielinizante (FYFFE-MARICICH et al., 2013). Como previamente
descrito nesse trabalho, o envolvimento da expressdo génica de ERK1/2
na patogénese da EAE é contraditdria, uma vez que a delecdo génica de
ERK1 exacerba a progressdo e a severidade da EAE (AGRAWAL et al.,
2006), enquanto inibidores da cinase ERK1/2 sdo capazes de bloquear a
severidade clinica da doenca (BRERETON et al., 2009). Além disso,
demonstrou-se que ativacdo de A2AR desencadeia vias de sinalizacdo
que inibem ERK1/2 em células T, com consequente redugdo do
processo inflamatorio (HUANG et al., 1997; LAPPAS, RIEGER e
LINDEN, 2005).

Nesse contexto, investigou-se a expressdo e a fosforilagdo de
ERK1 na medula espinhal, assim como o efeito da inosina sobre essa
cinase apds estabelecida a EAE. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que a expressdo de ERK1 ndo foi alterada, de forma
significativa, entre os grupos, ao passo que a forma fosforilada da
enzima no grupo EAE + veiculo aumentou significativamente em
relacdo ao grupo controle. Ademais, o tratamento com inosina (1 e 10
mg/Kg) reduziu a fosforilacdo de ERK1, embora néo significativamente.

Estudos anteriores sugerem que o aumento de p-ERK1 decorrente
da EAE ocorre devido ao elevado processo neuroinflamatério, com
consequente aumento da severidade da EAE (BRERETON et al., 2009).
Por esta razdo, o efeito obtido pela inosina indicam duas hipoteses: a
baixa inibicdo de p-ERK1 inferiu, parcialmente, na reducdo da resposta
neuroinflamatéria e, por outro lado, compensou a neurodegeneracao via
fosforilagdo de ERK1 em oligodendrdcitos. No entanto, sabe-se que a
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ativacdo do A2AR pode envolver a ativagdo de PKA/CREB ou
PI3K/NF-xB, independente de ERK1/2 (WYATT et al., 2002). Em
conjunto, esses dados sugerem que o efeito imunomodulador da inosina
durante o desenvolvimento da EAE parece depender, pelo menos em
parte, da modulagdo do receptor A2A de maneira independente da
proteina ERK1. Assim, estudos posteriores sdo necessarios para
esclarecer qual(is) via(s) de sinalizacdo é(sdo) ativada(s) pela inosina
durante a resposta neuroinflamatéria autoimune, assim como em qual(is)
tipo(s) celular(es) esses efeitos estdo ocorrendo.

A dor neuropatica é considerada um dos sintomas mais
pronunciados na EM, a qual geralmente antecede o aparecimento dos
sintomas motores ou surge imediatamente ap6s 0 seu inicio
(OSTERBERG, BOIVIE e THUOMAS, 2005; OSTERBERG e
BOIVIE, 2010; SVENDSEN et al., 2005). De forma semelhante,
estudos anteriores demonstraram no modelo de EAE o desenvolvimento
da dor neuropatica durante a fase pré-motora da doenca (SCHMITZ et
al., 2014; WARWICK et al., 2014; DUTRA et al., 2013a). Assim, como
esperado, a dor neuropética mecanica e térmica ao frio, foi observada no
periodo pré-motor da EAE. O aumento da resposta algésica mecanica
decorrente da EAE foi observada pela aplicacdo de filamentos de von
Frey de 0,4 e 0,6g, uma vez que ambas as for¢as, geralmente, incitam
hiperalgesia mecanica moderada nos animais controle (LU et al., 2012).
Porém, ndo se observou diferencas significativas entre as respostas com
os diferentes filamentos.

Estudos anteriores demonstram a acdo inibitéria da dor
neuropética pela adenosina, tanto em humanos (BELFRAGE et al.,
1995) como em modelos animais (SAWYNOK, 1998). Além disso,
estudo prévio demonstrou acdo anti-hiperalgésica, mecanica e térmica,
in vivo da inosina na dor neuropatica e inflamatoria. (NASCIMENTO et
al., 2010). Conforme previsto, observou-se que, na dor neuropatica
decorrente da EAE, a hiperalgesia térmica ao frio foi significativamente
reduzida pela inosina (1 e 10 mg/kg), além da inibicdo da hiperalgesia
mecanica obtida, apenas, pela dose de 1 mg/kg. Ademais, a atividade
antinociceptiva da inosina foi correlacionada a ativacdo de receptores
adenosinérgicos, tanto A1 como A2A (NASCIMENTO et al., 2010;
2014). Além disso, estudo recente demonstrou que a administracdo
intratecal do agonista para o receptor A2A inibiu a dor neuropética
através da modulacdo da via de sinalizagdo PKA/PKC (LORAM et al.,
2013) Estudos in vivo demonstraram que, além da neuroinflamacéo, o
aumento da atividade astrocitaria estd relacionado ao controle da dor
neuropética decorrente da EAE, (OLECHOWSKI, TRUONG e KERR,
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2009; DUTRA et al., 2013a). Outros estudos in vivo demonstraram que,
além de contribuir com o processo inflamatério, a IL-17 tem
participacdo relevante no desenvolvimento da dor neuropatica (KIM e
MOALEM-TAYLOR, 2011; DAY et al., 2014) Neste sentido, sugere-se
que o efeito anti-hiperalgésico da inosina na EAE esteja relacionado ao
seu efeito inibitério na atividade astrocitaria, possivelmente, através da
modulagdo dos receptores de A2A, como também ao efeito redutor do
nivel periférico de IL-17. No entanto, a intera¢do da inosina com 0 A1R
durante o desenvolvimento da EAE precisa ser futuramente investigada.
Ainda nesse contexto, um interessante estudo publicado no ano de 2009
demonstrou que o receptor A1 modula, principalmente, a hiperalgesia
térmica (mediada por fibras C), sem afetar efetivamente a hiperalgesia
mecanica (mediada por fibras Ad) (CAIRNS, 2009). Assim, em
conjunto, esses dados sugerem que o efeito anti-hiperalgésico térmico,
mas ndo mecanico, da inosina na dose de 10 mg/kg possa estar
relacionado a ativa¢do de A1R em fibras C e ndo AJ, a qual induziu um
desequilibrio nas vias de sinalizacéo da dor.

Além dos déficits motores e sensoriais induzidos pela EAE,
estudos recentes demonstraram o surgimento de déficits cognitivos e
emocionais, durante a fase pré-motora da doenca, dos quais se destacam
a perda de memoria, depressao e ansiedade (PAPARRIGOPOULOQS et
al., 2010; STOJANOVICH, 2010; DUTRA et al., 2013b). A depressao é
caracterizada como indisposicao persistente associada a perda de prazer
por atividades diérias. Esse disturbio tem sido diagnosticado em
aproximadamente 25-50% dos pacientes com EM (SADOVNICK et al.,
1996; CHWASTIAK et al., 2002), elevando-se a medida que a doenca
progride (FEINSTEIN et al., 1992; VUGER-KOVACIC et al., 2007).
Assim como a dor, esses sintomas surgem previamente aos déficits
locomotores (ACHARJEE et al., 2013; PIRAS et al., 2013). De forma
inesperada, os resultados obtidos neste trabalho ndo confirmaram a
presenga do comportamento tipo-depressivo durante a fase pré-motora
da EAE. Entretanto, observou-se a acgdo tipo-antidepressiva da inosina
no teste de suspensdo pela cauda (TSC) com reducdo significativa do
tempo de imobilidade dos animais. Dentro desse contexto, estudos
conduzidos por Kaster e colaboradores (2004; 2013) demonstraram que
tanto a adenosina, como a inosina, possuem efeito tipo-antidepressivo in
vivo avaliado pelo TSC, através da interagdo com o0s receptores
purinérgicos Al e A2A. Além disso, Muto e colaboradores (2014)
observaram o efeito tipo-antidepressivo da inosina através da inibicdo da
anedonia. Entretanto, com os resultados obtidos nesse estudo néo
podemos sugerir uma acdo tipo-antidepressiva da inosina sobre o
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modelo de EM, considerando que ndo foi possivel observar o
comportamento tipo-depresssivo durante o desenvolvimento da EAE.
Apesar dos sintomas de ansiedade receber menor atengdo quando
comparados aos sintomas de depresséo, esses também contribuem para a
morbidade na EM (KOROSTIL e FEINSTEIN, 2007; PODER et al.,
2009). As manifestagdes de ansiedade podem surgir concomitantemente
aos sinais tipicos de EM (O DONNCHADHA et al., 2013), os quais
podem exacerbar as disfun¢des cognitivas dos pacientes (GORETTI et
al., 2014) ou, ainda, podem independer das manifestacbes da EM
(PIRAS et al, 2013). Estudos anteriores demonstram que
comportamentos tipo-ansioso podem ser verificados
concomitantemente, ou ndo, aos déficits motores induzidos pela EAE
(ACHARJEE et al., 2013; PERUGA et al., 2011). Em contrapartida,
outro trabalho demonstrou que os sinais tipo-ansiedade estdo ausentes
no modelo experimental de EM (RODRIGUES et al., 2011). Os
resultados aqui apresentados demonstram o comportamento tipo-ansioso
nos animais com EAE, durante a fase pré-motora da doenca. A
manifestacdo ocorreu pelo tempo significativamente reduzido de
permanéncia dos animais no braco aberto do labirinto em cruz elevado.
O envolvimento dos receptores adenosinérgicos na modulacdo da
ansiedade em humanos é controverso (GREEN e SULS, 1996;
HASKELL et al., 2005). Entretanto, em modelos animais, a ativacdo de
receptores adenosinérgicos induziu acdo ansiolitica (JAIN et al., 1995;
KULKARNI, SINGH e BISHNOI, 2007). Embora o recente estudo de
Muto e colaboradores (2014) tenha demonstrado o efeito ansiolitico da
inosina, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a inosina
(1 mg/kg) ndo foi capaz de prevenir a comportamento tipo-ansiedade
induzida pela EAE. Trabalhos recentes tém sugerido que o
comportamento tipo-ansioso correlaciona-se aos niveis elevados de
TNF-o durante a fase neuroinflamatoria pré-motora. (HAJI et al., 2012;
ACHARIJEE et al., 2013). Além disso, outros trabalhos demonstraram a
eficacia da inosina em reduzir os niveis de TNF-a em modelos de
doencas isquémicas e inflamatérias, através da interagdo com oS
receptores adenosinérgicos (HASKO et al., 2000; DA ROCHA LAPA et
al., 2012). Por esta razéo, analises complementares sdo necessarias, a
fim de investigar o efeito da inosina nos niveis de TNF-o durante a
progressio da EAE e sua correlagdo com comportamento tipo-
ansiedade. Ainda, cabe questionar se a data da andlise foi a melhor
determinada, assim como ocorrido nos testes para avaliacdo de
comportamento tipo-depressdo. Embora os testes tenham sido realizados
na fase pré-motora, como consta na literatura, talvez seja possivel
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identificar esses comportamentos em momentos distintos nessa fase da
doenca.

A fadiga evidenciada nos pacientes com EM pode ser definida
como: a falta de energia mental e fisica para a realizacdo de atividades
diarias, podendo surgir a qualquer momento, independente da
necessidade de realizagcdo de menor ou maior esforgo (RUBIN, 2013a).
Tanto o aparecimento quanto o grau de fadiga na EM séo influenciados
pelos préprios sintomas da doenca (KROENCKE, LYNCH e DENNEY,
2000), tais como depresséo, insbnia e pelas terapias imunomoduladoras
(RUBIN, 2013a). Assim, utilizando o modelo experimental do nado
forcado com sobrecarga (WLST), teste comumente aplicado para
verificar propriedades anti-fadiga de compostos naturais (JIN e WEI,
2011; QI et al., 2014), foi possivel verificar o comportamento tipo-
fadiga nos animais com EAE, ja nos primeiros dias apds a imunizag&o.
O resultado obtido é suportado pelo trabalho de Flachenecker e
colaboradores (2004), o qual demonstrou a presenca de fadiga nos
pacientes portadores de EM.

Nesse contexto, estudos anteriores sugerem que a adenosina é
capaz de atenuar a fadiga muscular esquelética in vitro através da
ativacdo de receptores A1 (READING e BARCLAY, 2001). Ademais, a
inosina foi capaz de reduzir niveis de TNF-o in vivo (HASKO et al.,
2000; DA ROCHA LAPA et al., 2012), um importante mediador pro-
inflamatdrio associado a fadiga na EM (FLACHENECKER et al.,
2004). No entanto, o tratamento preventivo com inosina (1 mg/kg) nédo
foi capaz de inibir os sinais tipo-fadiga associados a EAE, apesar dos
efeitos positivos no escore clinico, perda de peso e dor neuropatica.
Assim, analises complementares dos niveis de TNF-a apos o tratamento
com inosina podem auxiliar no esclarecimento do seu efeito sobre os
sinais tipo-fatiga. Além disso, os estudos relacionados ao efeito da
inosina como suplemento alimentar tém falhado em demonstrar sua
colaboracdo para o aumento da performance fisica de atletas
(STARLING et al., 1996a; MCNAUGHTON, DALTON e TARR,
1999). Desse modo, testes que avaliem comportamento tipo-fadiga por
falta de interesse em realizar atividades fisicas e ndo por exaustdo, como
0 WLST utilizado, podem ser mais eficazes em demonstrar o efeito
inibitorio da inosina.
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6 CONCLUSAO

O conjunto de dados apresentados nessa dissertagdo demonstram
gue a inosina (1 e 10 mg/kg) inibiu a severidade e a progressdo da EAE,
associado ao bloqueio do processo neuroinflamatério e desmielinizante.
Cabe ressaltar o efeito da dose de 1mg/kg de inosina, a qual se mostrou
mais eficaz em retardar o surgimento dos sinais clinicos como também
em proteger o tecido nervoso da desmielinizacdo. Ademais, o efeito
neuroprotetor e anti-hiperalgésico da inosina na dose de 1mg/kg parece
reducdo dos niveis de IL-17 em tecidos linfoides periféricos. Esses
resultados muito provavelmente foram obtidos através da modulagdo
dos receptores adenosinérgicos - A2A, de maneira independente de
ERK1, no SNC. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer sobre quais células a acdo moduladora da inosina sobre o
A2AR ocorre gerando os efeitos neuroprotetores obtidos. Desse modo,
cabe avaliar o efeito da inosina nas diferentes vias de sinalizacdo
relacionadas ao A2AR, tais como PI3K/NF-kB ou PKA/CREB.
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Figura 19 - Representacdo esquematicas dos efeitos obtidos pelo tratamento
preventivo com inosina no modelo experimental de EM. A inosina surge como
metabdlito da adenosina por acdo da enzima adenosina deaminase. O tratamento
preventivo com inosina durante a EAE, modelo experimental de EM, inibiu o
desenvolvimento e a progressdo da doenca. Além dos escores clinicos, a inosina
inibiu a perda de peso e a hiperalgesia mecénica e térmica ao frio induzidas pela
EAE. Por fim, a neuroinflamag&o bloqueada pela inosina juntamente com o processo
desmielinizante. Em conjunto, o efeito imunomodulador e anti-hiperalgésico obtido
pela inosina correlaciona-se ao seu efeito inibitorio na atividade astrocitéria, como
também na producdo da interleucina encefalitogénica - IL-17 - nos 6rgdos linfoides
secundarios. Visto que a inosina atua sobre receptores adenosinérgicos, sugere-se
que o efeito imunomodulador deve a sua a¢do no A2AR sem afetar, efetivamente, o
Al1R no SNC, independente da ativagdo de ERK1. EAE — encefalomielite
autoimune experimental, A1R — receptor adenosinérgico Al, A2AR — receptor
adenosinérgico A2A, AC — adenilado ciclase, ATP — adenosina tri-fosfato, AMPc —
adenosina monofosfato ciclico, PKA — proteina cinase A, PI3K — fosfatidilinositol-
3-cinase, ERK1 — cinase reguladora de sinal extracelular, CREB — proteina ligante
de elemento responsivo ao AMPc, NF-«kB — fator nuclear kappa B, IL-17 —
interleucina 17. Fonte: A autora.
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