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RESUMO

A mielina é essencial para o funcionamento adequado do sistema nervoso central (SNC)
de mamiferos, garantindo a condugdo adequada dos impulsos elétricos. Alteracdes em sua
estrutura podem levar a doencas incapacitantes como a Esclerose Mdltipla (EM). A EM pode
levar a epilepsia, sugerindo que lesdes desmielinizantes podem se relacionar a excitabilidade
anormal e convulsdes, associadas a diminuicdo da funcdo cognitiva e rapida incapacidade
dos pacientes. Poucas pesquisas existem investigando a patogénese dessa relagédo e como
impedir 0 aumento da excitabilidade. Este trabalho visa investigar o efeito do pranlucaste ou
fingolimode na protecdo contra desmielinizacdo e hiperexcitabilidade cerebral em um
modelo animal de EM. Para isso, camundongos suico adultos jovens foram tratados por
cinco semanas com dieta em p6 que continha ou ndo cuprizona (CPZ) 0,2% e com inje¢des
intraperitoneais diarias com pranlucaste (0,1 mg/kg), fingolimode (1mg/kg) ou veiculo. O
tratamento com pranlucaste ndo mostrou ter um efeito robusto na preservacéo da mielina, ja
que ndo protegeu contra a perda de lipideos da mielina, de oligodendrécitos maduros, do
namero de fibras mielinicas ou do nimero de fibras com a razdo-g na faixa ideal no corpo
caloso (CC), diferentemente da protecdo/remielinizacdo observada apos tratamento com
fingolimode. Entretanto, assim como o fingolimode, o pranlucaste preservou parcialmente a
funcdo sensitiva no teste de sensibilidade tatil, além de diminuir significativamente o tempo
de duracdo das convulsdes na fase 6 da escala de Racine modificada, sugerindo recuperacgao
sensitiva e protecdo contra a hiperexcitabilidade cerebral. Ambos os tratamentos diminuiram
a concentracao de potassio extracelular, o que pode estar relacionado a reducao de descargas
neuronais anormais. A melhora funcional e de excitabilidade promovida pelo fingolimode
ocorre concomitante a preservacdo da mielina. Além disso, a protecdo contra a perda dos
canais Nav1.6 aponta para preservacdo da caracteristica de nodos de Ranvier de fibras
nervosas saudaveis. J& em relagcdo ao tratamento com pranlucaste essa melhora parece estar
associada a outros mecanismos nao investigados no presente estudo. Em suma, este trabalho
permitiu investigar os efeitos do pranlucaste, ainda ndo usado na EM, e do fingolimode, ja
aplicado como opgéo de tratamento da EM, na mielinizagdo e na probabilidade de
convulsdes, oferecendo subsidios para uma melhor escolha clinica do tratamento de

pacientes que apresentem diferentes aspectos patologicos da doenca.

Palavras-chave: Mielina, desmielinizagdo, excitabilidade cerebral, Esclerose Multipla,
Pranlucaste, Fingolimode.
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ABSTRACT

Myelin is essential for the proper functioning of the central nervous system (CNS) in
mammals, ensuring the appropriate conduction of electrical impulses. Alterations in its
structure can lead to disabling diseases such as Multiple Sclerosis (MS). MS can lead to
epilepsy, suggesting that demyelinating lesions may be related to abnormal excitability and
seizures, associated with decreased cognitive function and rapid disability in patients. Few
studies have investigated the pathogenesis of this relationship and how to prevent the increase
in excitability. This study aims to investigate the effect of pranlukast or fingolimod on
protection against demyelination and cerebral hyperexcitability in an animal model of MS. For
this purpose, young adult Swiss mice were treated for five weeks with a powdered diet
containing or not containing 0.2% cuprizone (CPZ) and with daily intraperitoneal injections of
pranlukast (0.1 mg/kg), fingolimod (1 mg/kg), or vehicle. Pranlukast treatment did not show a
robust effect on myelin preservation, as it did not protect against the loss of myelin lipids,
mature oligodendrocytes, the number of myelinated fibers, or the number of fibers with the g-
ratio in the optimal range in the corpus callosum (CC), unlike the protection/remyelination
observed after fingolimod treatment. However, like fingolimod, pranlukast partially preserved
sensory function in the tactile sensitivity test and significantly reduced seizure duration in phase
6 of the modified Racine scale, suggesting sensory recovery and protection against cerebral
hyperexcitability. Both treatments decreased extracellular potassium concentration, which may
be related to the reduction of abnormal neuronal discharges. The functional and excitability
improvements promoted by fingolimod occur concomitant with myelin preservation, and
additionally, the protection against the loss of Nav1.6 channels points to the preservation of the
nodal characteristics of healthy nerve fibers. In relation to pranlukast treatment, this
improvement seems to be associated with other mechanisms not investigated in the present
study. In summary, this work allowed for the investigation of the effects of pranlukast, not yet
used in MS, and fingolimod, already applied as a treatment option for MS, on myelination and
seizure likelihood, providing insights for better clinical treatment choices for patients

presenting different pathological aspects of the disease.

Keywords: Myelin, demyelination, brain excitability, Multiple Sclerosis, Pranlukast,
Fingolimod.
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anormalidades de mielina e na hiperexcitabilidade

O tratamento com fingolimode protegeu parcialmente contra a perda de fibras
mielinicas, além de ter impedido o0 aumento de anormalidades de mielina e a
hiperexcitabilidade cerebral

O tratamento com pranlucaste ndo impediu a perda de fibras mielinicas, mas
protegeu contra 0 aumento de anormalidades de mielina e contra a
hiperexcitabilidade cerebral

A dieta com cuprizona 0,2% levou a um aumento significativo de células
progenitoras de oligodendrdécitos, o que ndo foi visto nos tratamentos com
fingolimode ou pranlucaste

O tratamento com fingolimode preservou um maior namero de fibras com a

razdo-g na faixa ideal, mas ambos os tratamentos protegeram parcialmente
contra a diminuicao da sensibilidade tatil
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5.9

O tratamento com pranlucaste ou fingolimode diminuiu a concentragéo de

fons K* extracelular, mas teve efeitos distintos nos segmentos excitaveis de

axonio

A dieta com cuprizona 0,2% reduziu o peso dos bagos, assim como o
tratamento com pranlucaste
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1. INTRODUCAO

1.1 Mielina

A mielina do sistema nervoso central (SNC) é uma membrana celular alterada de
oligodendrdcitos (OLs) que envolvem o ax6nio, formando uma bainha multilamelar (KISTER
e KISTER, 2023 para revisao). Assim como todas as membranas celulares, a bainha de mielina
é constituida por trés componentes principais: agua, lipidios e proteina (figura 1). Entretanto, a
proporcdo desses componentes na mielina é diferente da presente nas outras membranas
celulares (STADELMANN et al., 2019; KISTER e KISTER, 2023). A bainha de mielina seca
é formada por uma alta proporcéo de lipideos (70 - 85%) e uma baixa proporc¢éo de proteinas (15
— 30%), diferente do que ocorre com outras membranas celulares que possuem uma quantidade
de lipideos (50%) e proteinas (50%) aproximadamente igual (POITELON, KOPEC e BELIN,
2020). Quanto aos mais abundantes componentes lipidicos da estrutura da bainha de mielina,
observa-se uma distribuicdo de 40% de colesterol, 40% de fosfolipidios e 20% de glicolipidios.
Esta proporcao contrasta com a maioria das membranas bioldgicas, onde a distribuicdo é mais
proxima de 25%:65%:10%, respectivamente (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020). Pequenas
alteracBes na composicdo lipidica da mielina sdo capazes de causar uma destruicdo das estruturas
da mielina, culminando em doencas neuroldgicas graves (CHRAST et al., 2011; LAMARI et al.,
2013).

O colesterol é importante para reduzir a penetracdo de agua, gases (por exemplo,
oxigénio) e pequenas moléculas neutras (por exemplo, glicose) através da membrana
(SHINODA, 2016; OLZYNSKA et al., 2020), além de ser determinante para a fluidez da
membrana (KISTER e KISTER, 2023 para revisdo) e ter relacdo com o processo de reparo da
mielina, j& que este & mais eficiente quando a taxa de sintese de colesterol é aumentada
(BERGHOFF et al., 2021).

Quanto aos fosfolipidios, duas das principais classes de fosfolipidios de membrana -
esfingomielina e fosfatidilcolina - constituem mais de 50% dos fosfolipidios de membrana. Eles
sdo importantes para diminuir a fluidez da associagéo lipidica e para fornecer uma barreira
menos permeavel para ions, permitindo um melhor isolamento dos ax6nios (CHRAST et al.,
2011; MONTANI, 2021)
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Os glicolipidios interagem com fosfolipidios e colesterol para induzir a compactacao
densa na bicamada da membrana da mielina. A disposicdo assimétrica de fosfolipidios e
glicolipidios é observada na membrana, com predominancia de fosfolipidios na folha interna
da bicamada lipidica e de glicolipidios na folha externa (STOFFEL e BOSIO, 1997). A
deficiéncia de glicolipideos prejudica o empacotamento da bicamada lipidica, aumenta a
permeabilidade da membrana e causa a interrupgéo da condutancia dos axonios mielinizados.
Devido a importancia dos glicolipideos para a funcéo adequada da mielina, ha um aumento de
duas vezes na proporcdo de glicolipidios na mielina em comparacdo com as outras
biomembranas (KISTER e KISTER, 2023).

A mielina contém dominios lipidicos dinamicos no folheto externo da membrana
plasmética chamados balsas lipidicas (GIELEN et al., 2006; DUPREE e POMICTER, 2010),
com altos niveis de colesterol, galactosilceramida (ou galactocerebrosideo) e baixos niveis de
fosfatidilcolina, sendo importantes na formacéo e estabilizacdo da mielina (SIMONS et al., 2000;
DECKER e FFRENCH-CONSTANT, 2004).

A composicao lipidica entre a mielina do SNC e do Sistema Nervoso Periférico (SNP)
é notavelmente semelhante, com excecdo dos niveis de fosfatidilcolina e esfingomielina, que
sdo relativamente abundantes na bainha de mielina periférica em comparagdo com a bainha de
mielina central (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020 para revisdo).

A mielina contém uma quantidade relativamente pequena de proteinas, porém elas
formam um grupo altamente diverso (JAHN et al., 2020). Essas proteinas se diferenciam quanto
as sequéncias, funcBes e estruturas, mas compartilham algumas caracteristicas comuns: séo
tipicamente pequenas, tém meias-vidas longas e sdao multifuncionais (KISTER e KISTER,
2023).

A proteina proteolipidica (PLP) é a proteina de mielina mais abundante no SNC,
constituindo 38% da massa proteica total da mielina (JAHN et al., 2020). Um alto nivel de PLP
na mielina € necessario para preservar a integridade da mielina. A PLP atua na compactacéo da
multicamada de mielina, aproximando as membranas de mielina umas das outras. Uma redugao
no contelido de PLP em 50% causa alteragdo da ultraestrutura da mielina e patologia axonal
(LUDERS et al., 2019).
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A proteina basica de mielina (MBP) é a segunda proteina mais abundante do SNC,
contribuindo para cerca de 30% da massa proteica total da mielina (JAHN et al., 2020). Ela
interage com outras proteinas associadas a membrana e relacionadas a expressao proteica,
desempenhando um papel regulatorio na mielinogénese (SMIRNOVA et al., 2021), e com
lipidios — um teor de colesterol de 44% na mielina permite uma interagdo termodinamicamente
mais favoravel com a MBP, sendo ideal para compactacdo da membrana e estabilidade
termodinamica (TRAGER et al., 2020). A MBP é importante na participacdo da transmissio
do sinal extracelular para as junc6es de oclusdo e para o citoesqueleto (BOGGS, 2006), além
de um papel critico na compactacdo da bainha de mielina (MOSCARELLO, 1997). Varias
pesquisas tém sido realizadas para investigar o papel da MBP como fonte de epitopos
autoantigénicos na EM (MARTINSEN e KURSULA, 2022). Foi visto que ha mudancas na
composicao e na estrutura da MBP, bem como na mielina compacta, durante a patogénese da
EM (WOOD et al., 1996; BENIAC et al., 1999; BOGGS et al., 1999). Outro epitopo antigénico
conhecido da EM ¢ a Proteina Bésica Oligodendrocitica Associada a Mielina (MOBP) (HOLZ
et al., 2000) que tem funcao pouco compreendida (MONTAGUE et al., 2006).

A CNPase (2,'3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase) € uma proteina especifica de
OLs previamente implicada na manutencdo da integridade axonal (LAPPE-SIEFKE et al.,
2003). Foi visto que ela antagoniza a atividade da MBP, evitando a compactacdo excessiva da
mielina, associando-se e organizando o citoesqueleto dentro das regides citoplasmaticas da
bainha de mielina, mantendo os folhetos citoplasmaticos adjacentes separados (SNAIDERO et
al., 2017). E provavel que a manutencdo desses espagos citoplasmaticos abertos permita uma
difusdo mais eficiente de metabdlitos e moléculas através da bainha de mielina para o axénio
(SNAIDERO et al., 2017).

A glicoproteina da mielina de oligodendrécitos (MOG) é menos abundante que as
proteinas citadas anteriormente, mas tem grande relevancia clinica e para a pesquisa, ja que a
injecdo de peptideos MOG e adjuvantes em animais de laboratorio foi capaz de gerar
desmielinizacdo caracteristica do modelo experimental de EM denominada encefalite
autoimune experimental (EAE) (LONGBRAKE, 2022).

A glicoproteina associada a mielina (MAG) compreende uma peguena porcentagem (<
1%) de todas as proteinas que compde a mielina (TRAPP, 1990). Essa proteina posiciona-se na

face interna da bainha de mielina, sendo restrita a membrana adjacente ao espaco adaxonal e
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permitindo a ligagdo da bainha de mielina a seus receptores GDlae GT1b (LAULE; MOORE,
2018) (Figura 1). Ela é importante para manutencdo axonal ja que experimentos com
camundongos com delecdo genética de MAG desenvolveram perda axonal no SNC e SNP.
(YIN et al., 1998; PAN et al., 2005).

Atualmente € evidente que, além de funcionar como membrana inerte e isolante, a
mielina é metabolicamente ativa, proporcionando suporte ao axonio subjacente
(FUNFSCHILLING et al., 2012; LEE et al., 2012; SAAB et al., 2016). Além disso, observou-
se 0 crescimento da mielina em resposta & atividade neuronal, o que pode influenciar o
processamento de informagfes ao modular a velocidade e a sincronicidade dos impulsos
nervosos (CHANG, REDMOND e CHAN, 2016).

1.2 Organizagéo e morfologia das fibras mielinicas

Além do conhecimento sobre a composicdo da bainha de mielina, o estudo sobre a
morfologia das fibras mielinicas € importante para a investigacdo realizada neste trabalho e
fundamental no estudo de doencas neurodegenerativas, como a EM, e da remielinizacéo que estéo
diretamente relacionadas com alterac@es na estrutura da mielina (PERIER e GREGOIRE, 1965).

Desde a década de 1950, a microscopia eletronica (ME) é uma ferramenta essencial para
0s neuropatologistas, possibilitando o estudo da ultraestrutura da mielina (BUNGE, BUNGE e
PAPPAS, 1962; BUNGE, BUNGE e PETERSON, 1965; BUNGE et al., 1967; MRAK, 2002;
HIRANO, 2005; BERCURY e MACKLIN, 2015). Os primeiros estudos de ME mostraram que
a mielinizacdo resultava do giro interno da bainha membranosa do OL estendendo-se em um
movimento concéntrico e lateral pelo axénio (ver BERCURY e MACKLIN, 2015 para revisao).
Esse processo de mielinizacdo envolve uma sequéncia complexa de eventos que se inicia pela
migracao de celulas progenitoras de oligodendrocitos (OPCs) da zona ventricular / subventricular
do encéfalo para a substancia branca em desenvolvimento para formarem redes, uniformemente
espacadas, de células com vérios prolongamentos. Enquanto ocorre a migragdo para 0
estabelecimento da posicdo final, as OPCs continuamente expandem e retraem seus nUMerosos
prolongamentos exploratorios (KIRBY et al., 2006; HUGHES et al., 2013). Ao chegarem ao seu
destino final, uma parte das OPCs permanecem em estado de precursor e a outra parte se

diferencia em OLs formadores de mielina (ver SIMONS e NAVE, 2016 para revisao)
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A morfologia das fibras mielinicas na ME pode ser visualizada como varias camadas
alternadas de elétrons densos e leves, formando a linha densa principal e a linha intraperiodica
(STADELMANN et al., 2019b). A linha densa principal indica as superficies citoplasmaticas de
OLs que estao estreitamente condensadas, ao passo que a linha intraperiédica é composta pelas
membranas externas que estdo firmemente sobrepostas (AGGARWAL, YURLOVA e SIMONS,

2011), conferindo & mielina sua aparéncia ultraestrutural caracteristica (Figura 1).
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Figura 1. Ultraestrutura de uma fibra mielinica e representacdo esquematica de componentes lipidicos e proteicos da
mielina. Micrografia eletrdnica mostrando a ultraestrutura de uma fibra mielinica do SNC a esquerda com alta
ampliacdo visualizada na imagem central que mostra as linhas densas principais, as linhas intraperiddicas, o espago
adaxonal, o axolema e o axoplasma. A imagem esquemética a direita mostra a organizacdo dos componentes da
mielina como a MBP, a PLP, a CNPase, a MOG e a MAG (imagem retirada e modificada de LAULE; MOORE,
2018).

Apesar da mielina ter sido considerada por muito tempo como uma estrutura isolante
inerte, conforme ja descrito, evidéncias mais recentes demonstram que a mielina € uma estrutura
metabolicamente ativa. Isso é possivel principalmente pela comunicacdo entre glia e ax6nio
permitida pelos canais mielinicos ou incisuras de Schmidt-Lanterman que consistem na porcéao
ndo compacta (Figura 5) do prolongamento celular do OL que permite o movimento de
macromoléculas para o espaco periaxonal. (VELUMIAN, SAMOILOVA e FEHLINGS, 2011;
SIMONS e NAVE, 2016; STASSART et al., 2018). Existem também outras porc6es de mielina
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ndo compactada que caracterizam as linguas internas e externas de mielina (Figura 7A) e as alcas
paranodais (Figura5) (AGGARWAL, YURLOVA e SIMONS, 2011). Os OLSs se conectam com
astrocitos ou entre si por meio de jungdes comunicantes, formando uma rede funcional na

substancia branca que é semelhante a um sincicio glial (SIMONS; NAVE, 2016).

Além dos internodos, por¢do mielinizada dos axénios descrita anteriormente, as fibras
mielinicas tém regides especializadas distintas que sdo fundamentais para a propagacéo eficiente
do potencial de a¢do (PA): nodos de Ranvier, paranodos e justaparanodos (ISHIBASHI e BABA,
2022) (Figura 2).

Os nodos de Ranvier correspondem a regiGes axonais curtas ndo mielinizadas que servem
para a geracao de potenciais de acdo; morfologicamente, correspondem a uma lacuna flanqueada
pelos internodos. Os nodos de Ranvier geralmente t€ém aproximadamente 1 um de comprimento
e sdo ricos em canais de sédio dependentes de voltagem, como os canais de sédio dependentes
de voltagem do tipo 1.6 (Nav1.6) (DUMENIEU et al., 2017 para revisdo; STASSART et al.,
2018). Esses canais de sddio se ligam a anquirina G que se conecta ao citoesqueleto via espectrina
BIV. Outras proteinas presentes na membrana axonal dos nodos de Ranvier incluem as ATPases
Na*/K*, NrCAM e neurofascina (LEMAILLET; WALKER; LAMBERT, 2003; DENISENKO-
NEHRBASS et al., 2003; COMAN et al., 2006).

Os paranodos correspondem as regides em cada extremidade do internodo em que as al¢as
paranodais ndo compactadas da bainha de mielina se ancoram ao ax6nio, ricas em moléculas de
adesdo celular como CASPR1/paranodina e contactina 1 que ficam ancoradas ao citoesqueleto
de actina via proteina 4.1B (DENISENKO-NEHRBASS et al., 2003; ARANCIBIA-
CARCAMO; ATTWELL, 2014). Essas juncdes adesivas paranodais formam uma barreira ao
fluxo de correntes idnicas entre os canais de sodio dependentes de voltagem abundantes nos
nodos e 0s canais de potassio retificadores tardios abundantes na regido justaparanodal,
possibilitando uma organizagdo fundamental para a despolarizagdo e repolarizacao celular. Além
disso, as jungdes paranodais atuam como barreiras, impedindo a entrada de moléculas no espago
peri-axonal, e servem como locais de comunicagéo entre os OLs e os axonios. (WOLSWIJK,
2003).

Os justaparanodos sdo as regides mais proximas dos paranodos, que abrigam canais de

potassio dependentes de voltagem (Kv) em grande abundéncia, como Kv1.1 e Kv1.2, assim como
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moléculas de adesdo celular como a CASPR2 (DUMENIEU et al., 2017 para revisio;
STASSART et al., 2018). Esta € uma proteina transmembrana presente na regido justaparanodal,
pertencente a superfamilia das neurexinas, que medeia as interacdes celulares. A CASPR2 esta
precisamente colocalizada com canais de potassio no justaparanodo e se associa a esses canais
(Kv1.1e Kv1.2) por meio de sua sequéncia C-terminal (POLIAK etal., 1999). Assim, a CASPR2
tem um papel critico em concentrar e posicionar corretamente 0s canais de potéssio dependentes

de voltagem na regido justaparanodal dos axdnios mielinizados (ZOU et al., 2017).

O acumulo de canais de Kv1 na regido justaparanodal depende da presenca de Caspr2
neste local, bem como da presenca de Casprl na juncdo paranodal adjacente, o que foi mostrado
com a exclusdo simultanea de Casprl e Caspr2 interrompendo a organizacéo internodal de Kv1.2
(GORDON et al., 2014).

Na extremidade proximal dos axonios mielinizados encontra-se uma estrutura
especializada e ndo mielinizada denominada segmento inicial do axénio (AIS), que é
responsavel por gerar e moldar o PA antes que ele seja propagado ao longo do axénio
(LETERRIER, 2018).

A excitabilidade dos neurdnios € fortemente influenciada pela estrutura e posicédo do
AIS, que se ajustam em resposta as mudancas nas condic@es fisioldgicas e ao processo de
desenvolvimento (LETERRIER, 2018). Assim, o AIS é densamente povoado por canais
ibnicos, como os canais de sodio dependentes de voltagem e os canais de potassio KCNQ,
possuindo um arcabougo semelhante ao dos nodos de Ranvier (DUMENIEU et al., 2017 para

revisao).

Diante do arcabougo estrutural das fibras mielinicas, observa-se que a presenca da
integridade da mielina, com preservacdo das regides de paranodo e justaparanodo, € crucial
para a geragéo e propagacao de PA de forma adequada (WOLSWIJK, 2003).

Em modelos experimentais de desmielinizacdo, sabe-se que 0s canais i0nicos
dependentes de voltagem nos nodos e justaparanodos difundem-se lateralmente e podem se
estender para as regifes internodais anteriormente mielinizadas. Acredita-se que essas
reorganizacOes dos canais idnicos dependentes de voltagem ajudam a compensar, parcialmente,

a perda da conducéo saltatoria e a reducdo na velocidade de propagacao do PA nos axdnios da
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substancia branca, entretanto, podem estar relacionados a hiperexcitabilidade (HAMADA,
KOLE, 2015).

_ Internodo  Justaparanodo Paranodo Nodo de Ranvier Paranodo Justaparanodo Internodo

MIELINA

wn
wn

v
z
C

ontactini

Axonio

Figura 2. llustragdo esquematica do nodo de Ranvier, paranodo e justaparanodo. Observe que cada regido possui
canais ibnicos e proteinas de ancoramento especificas de cada dominio, formando um arcabouco estrutural
caracteristico (imagem retirada e modificada de ARANCIBIA-CARCAMO; ATTWELL, 2014).

1.2.1 Variag6es morfoldgicas e suas relagdes com a funcionalidade das fibras mielinicas

A mielinizacdo pode impactar significativamente tanto na estrutura quanto na fisiologia
de um axonio e seu tecido circundante, pois a medida que mais mielina é adicionada a um
axonio, a bainha se torna mais espessa e passa a ocupar uma propor¢do maior do volume ao
redor do axonio, alterando as propriedades biofisicas que determinam a funcdo axonal, por
exemplo facilitando o fluxo idnico longitudinal pelo ax6nio, ao afastar o campo elétrico dos
ions extracelulares (CHOMIAK; HU, 2009; FRANSSEN, 2019). Além disso, as propriedades
de conducdo do PA também s&o influenciadas pelo calibre do axénio, comprimento internodal
e estrutura molecular dos nodos de Ranvier (PERROT et al., 2007; ALCAMI, EL HADY,
2019). Portanto, a andlise dessas alteragbes e assim como as da mielina auxiliam na

compreensdo da excitabilidade cerebral.

As fibras mielinicas desenvolvem relacGes estereotipadas entre o calibre do ax6nio, a
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espessura da mielina e as distancias internodais. Com o aumento dos calibres dos axonios, as
bainhas de mielina sdo proporcionalmente mais espessas e longas (PERROT et al., 2007), o que
é decisivo para a determinacdo da velocidade de conducdo do impulso elétrico. Estudos
mostraram que os axdnios do SNC possuem diversas velocidades de condugdo e que a
mielinizacdo influencia nessa variedade. Assim, 0s axonios podem utilizar a mielinizagdo como
mecanismo adaptativo para garantir uma transmissdo do PA de forma mais eficiente e
energeticamente favoravel. Porém, com a hipermielinizacdo de determinadas fibras em alguns
contextos ha uma expansao espacial que influencia o sistema como um todo, uma vez que 0s
demais elementos celulares séo estimulados a mudarem suas propriedades morfologicas para
se adaptarem a um menor espaco disponivel. O equilibrio organizacional se da por meio de
propriedades elétricas e bioquimicas intrinsecas do proprio axdnio e pela comunicagdo axo-
glial (CHKLOVSKII, SCHIKORSKI, STEVENS, 2002; CHOMIAK, HU, 2009).

Uma forma de analisar o equilibrio e a otimizacdo da organizacao estrutural e funcional
das fibras mielinicas se da por meio da razdo-g, definida pela razéo entre o diametro da fibra e
0 diametro do axonio isolado, que é sempre menor que 1. Ela € um parametro altamente
confiavel para avaliar a mielinizagdo do ax6nio e é calculada medindo-se a circunferéncia da
fibra e do axdnio em cortes transversais e convertendo areas em diametros, assumindo que sdo
circulares (STASSART et al., 2018).

Acredita-se que a razdo-g de um axdnio mielinizado € ajustada para atingir a maxima
eficiéncia e otimizacdo fisioldgica. Este conceito é corroborado por observacgdes de que, durante
a recuperacdo de doencas desmielinizantes, 0s axdnios centrais passam por um periodo inicial
de hiperremielinizacao e aumento de didmetros que, eventualmente, retornam a razdo-g normal.
(CHOMIAK; HU, 2009).

A faixa da razdo-g mostrada como ideal em corpo caloso (CC) de roedores € 0.75—-0.81
(CHOMIAK; HU, 2009). Em estudo com tecidos de nervo oOptico de portadores de EM foi
encontrada valores de razdo-g menores na regido de substancia branca aparentemente normal
em comparagdo com os individuos controles. Como néo foi encontrada diferenca no calibre do
axonio, area da lingua interna ou espaco periaxonal entre EM e controles, é provavel que a
razdo-g alterada na EM seja devido as mudancas na propria mielina, como a reducdo da
densidade de mielina devido a sua menor compactacdo (VAN DEN BOSCH et al., 2023). Essa

menor compactacdo pode ser justificada pela reducao de esfingolipidios e um aumento de
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fosfolipidios, 0 que leva a um aumento da energia repulsiva na linha intraperiodica capaz de
desestabilizar a mielina (WHEELER et al., 2008). Ja na regiéo cortical de pacientes com EM
analisada em outro estudo, foi visto um aumento da razdo-g como evidéncia guantitativa da
remielinizacdo (ALBERT et al., 2007). Logo, espera-se uma razdo-g menor em situacdes de

mielina descompactada e uma razdo-g maior em situacgoes de remielinizacao.

1.3 Células Progenitoras de Oligodendracitos e Oligodendrocitos

A regeneracdo tecidual apds lesdo ou doenca é um objetivo ha muito procurado,
particularmente no sistema nervoso (SN) adulto. A oligodendroglia representa um dos poucos
tipos celulares que mantém a capacidade de regeneracdo e reparacao apds danos ao SNC adulto.
As OPCs foram consideradas como um quarto tipo de célula da glia (PETERS, 2004), também
conhecidas como células NG2 (antigeno glial neuronal 2) positivas e, apesar de representarem a
minoria da populacéo celular total do encefalo, sdo fundamentais no processo de reparo tecidual
(LOPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023).

Durante o processo de desenvolvimento, as OPCs séo fundamentais para a formacao de
OLs completamente maduros e capazes de produzir mielina. Esses progenitores foram descritos
como um tipo celular com carater ambiguo compartilhando com os OLs o tamanho e a forma do
soma, mas diferindo deles pelo ndmero e caracteristicas de seus prolongamentos: muito
numerosos e ndo muito longos. Além disso, as OPCs sdo caracterizadas por altos niveis de
expressao de marcadores especificos, como o marcador NG2, que é o motivo pelo qual também
sdo chamadas de células NG2 positivas (PEREZ-CERDA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE,
2015).

Apesar de sua capacidade de se proliferar rapidamente, as OPCs representam apenas uma
pequena porcentagem de todas as células presentes no cérebro, sendo menos abundantes na
substancia cinzenta (BEITER et al., 2022). Elas surgem a partir de células-tronco neurais durante
0 estagio de desenvolvimento embrionario e persistem até a idade adulta, contribuindo para a
manutencdo da mielinizacdo, além de impulsionar a "mielinizacdo adaptativa” durante a

aprendizagem e a memoria (SPAAS et al., 2021 para revisao).

As OPCs sdo capazes de explorar ativamente seu ambiente e iniciar rapidamente os

processos de reparo apds a desmielinizacdo. Durante a remielinizagcdo, as OPCs migram em
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diregdo ao local da leséo, diferenciam-se em OLs maduros e envolvem axodnios sobreviventes,
com o objetivo de proteger os ax6nios desnudos da degeneracao e restaurar a condugéo neuronal
normal (MOYON et al., 2015; FRANKLIN e FFRENCH-CONSTANT, 2017).

Dessa forma, quando ocorre perda de OLs, a diferenciacdo das OPCs é fundamental para
gerar novas células mielinizantes. No entanto, a modulag&o da mielina também pode ser assumida
pelos OLs sobreviventes as lesdes, 0 que seria possivel por algum aumento de potencial
remielinizante (YEUNG et al., 2014; DUNCAN et al., 2018; BACMEISTER et al., 2020). Ducan
e colaboradores (2018) observaram a presenca de OLs gerando bainha de mielina espessa e
bainha de mielina fina remielinizada, concluindo que tais células sobreviventes mantiveram um
ou mais internodo original, enquanto reestendiam seus prolongamentos para remielinizar axdnios
desmielinizados adjacentes, sendo que nessas regides remielinizadas a mielina se mostrava mais
fina e os internodos eram mais curtos (Figura 3). Entretanto, discute-se que essa variagdo de
mielina espessa e fina também poderia ocorrer pelo desenvolvimento assincrénico de bainhas de
mielina durante a remielinizacdo por OLs recém-gerados (DUNCAN et al., 2018). Assim, a
restauracdo da bainha de mielina em situacfes de lesdo ocorre pela diferenciacdo das OPCs em
células mielinizantes, mas a remielinizagdo por OLs maduros preexistentes é possivel, servindo

como outro alvo para intervencdes terapéuticas.

Figura 3. Representacdo da proposta de remielinizagdo a partir de oligodendrdcitos preexistentes a lesdo. Na figura é

possivel observar uma perda parcial de internodos com retragdo de seus prolongamentos, seguido de reextenséo e

remielinizac8o, gerando internodos mais finos e mais curtos (imagem retirada de DUNCAN et al., 2018).

Os OLs maduros funcionalmente ligados ao compartimento axonal mantém a mielina
metabolicamente ativa (SNAIDERO, N. et al., 2017). Além disso, eles também possuem
mecanismos de modulagdo da excitabilidade neuronal. Os OLs sdo portadores de canais de
potassio retificador interno Kir4.1 que, juntamente com os astrdcitos (AS), participam da
captacdo dos ions K* em excesso no meio extracelular que ocorre, principalmente, durante o PA
(Figura 4). Os OLs também sdo capazes de regular a liberagdo e o metabolismo de
neurotransmissores através da expressdo de glutamina sintase e da liberagdo de moléculas como
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glutamina e fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF). Além disso, os OLs e a mielina
podem regular a plasticidade estrutural das sinapses através do Nogo-A. (XIN; CHAN, 2020)

Homeostase fisiologica nodal-glial de K* com canais nodais Kv7 e Desmielinizacdo inflamatéria: Comprometimento da
canais de oligodendrocitos Kir4.1 justapostos homeostase nodal-glial de K* e hiperexcitabilidade neuronal
I canal kv7 W canalkira.1 (AS)

- Canal Kir4.1 perdido(OL
o fonk* W canaikira.1 (OL) - {OL}

Vaso sanguineo

Axonio Nodo de Ranvier Mielina

Figura 4. llustragdo esquemética mostrando o clearance de ions K*. Este é realizado pelos OLs e AS (a esquerda) e
0 prejuizo da homeostase do K+ em situacdes de injdria aos canais Kird.1 presentes nessas células, levando a
hiperexcitabilidade neuronal (a direita) (imagem retirada e modificada de KAPELL et al., 2023).

A regulacdo da atividade dos circuitos neuronais de forma independente da mielina
também esta relacionada as OPCs, como exemplo através da clivagem e secrecdo do
proteoglicano de sulfato de condroitina NG2. Experimentos com camundongos com delecéo de
NG2, que é altamente expresso nas OPCs, mostraram que houve, no cortex somatossensorial, um
comprometimento da potencializacdo de longo prazo dependente do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDAR). Além disso, observou-se reducdo das correntes pds-sinapticas
glutamatérgicas (SAKRY et al., 2014).

E possivel observar que tanto os OLs quanto as OPCs estdo relacionados ao processo de
mielinizag&o, remielinizagdo e a excitabilidade neuronal. Entender as alteragdes de excitabilidade
provocadas por mecanismos nao sinapticos, como as provocadas pelo aumento do potassio
extracelular, podem contribuir com o aumento de opcBes de tratamento com farmacos

anticonvulsivantes que nao atuem por um mecanismo sinaptico.

1.4 Desmielinizagéo e anormalidades de mielina
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Johnson e Ludwin (1981) mostraram pela primeira vez que a desmielinizagdo ocorrida
no modelo de dieta com CPZ vem acompanhada por uma gliopatia no SNC devido a
incapacidade de manutencdo dos processos metabdlicos pelos OLs, ocorrendo um
comprometimento das porcdes distais dos prolongamentos dessas células. Esse mecanismo de
degeneracdo retrégrada j& havia sido descrito nos neurénios. No caso dos OLs, a por¢do que
inicialmente sofre alteracéo é a lingua interna localizada entre a bainha de mielina compactada
e 0 axonio, devido a disturbios metabdlicos causados pela longa distancia do corpo celular e
alta demanda energética que deixam essas regibes mais vulnerdveis. Essas alteracdes
comecaram a ser vistas a partir da 3 ou 4% semana de dieta com CPZ 0,6% e morfologicamente
apareciam como alargamento da lingua interna com perda de caracteristicas citoplasmaticas
reconheciveis como microtdbulos, formacdo de corpos densos, vacuolos e acumulo de
organelas (Figura 6). Weil (2016) observou o aparecimento de separacfes das lamelas de
mielina na 22 semana, de vacuolizacdo da mielina na 3% semana e de axonios desnudos na 42

semana de exposi¢cdo a CPZ.
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TRENDS in Cell Biology

Figura 5. llustragdo esquematica mostrando um oligodendrdcito mielinizando varios ax6nios, formando as regides
internodais em situagdes fisioldgicas. A bainha de mielina é mostrada em seu estado desenrolado, composta por
porcbes compactadas (verde) mais centrais e ndo compactadas (laranja) em sua borda que formam os loops
paranodais (imagem em ultraestrutura, acima do desenho esquematico, de corte longitudinal, mostrando regido
paranodal) (imagem retirada e modificada de AGGARWAL; YURLOVA; SIMONS, 2011).
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Figura 6. Alteracbes em lingua interna. Imagem de tecido retirado da regido do pedinculo cerebelar superior de
animais submetidos a dieta com CPZ, mostrando fibra mielinica com acimulo de corpos densos, vactolos e debris
na lingua interna (imagem retirada de JOHNSON; LUDWIN, 1981).

Em material proveniente de bidpsias de pacientes portadores de EM também foi
visualizado na ultraestrutura a presenca de alargamento, degeneracdo e acimulo de organelas
na lingua interna. Essas alteracdes, embora infrequentes na ME, estavam presentes na maioria
das amostras de bidpsia dos pacientes. (RODRIGUEZ et al., 1993)

Nas primeiras duas semanas do processo de desmielinizacdo induzida por CPZ, a
vacuolizacdo de algumas fibras mielinizadas é observada, diminuindo em quatro semanas
quando as anormalidades da lingua interna sdo mais frequentes e extensas e as bainhas de
mielina mostram sinais de desintegracdo. (BLAKEMORE, 1972) Esta pode ser explicada pela
reducdo da ligacdo da MBP a membrana, passando para um estado de moléculas soltveis
individuais, conforme ocorram alterac6es no ambiente lipidico ou na homeostase idnica. Uma
vez que a rede de MBP ¢é prejudicada ocorre uma diminuicdo na adesdo das lamelas com
consequente formagdo de vesiculas (MARIE-THERES WEIL, 2016). Essas observacoes
sugerem que a desmielinizagdo por CPZ comeca com vacuolizagdo das fibras e evolui para
desintegracdo da mielina devido a possivel reducdo de componentes responsaveis pela

compactacao da mielina.

Em véarios modelos de doencas desmielinizantes viu-se que o padrdo de fragmentacgdo da
mielina era semelhante e envolvia, inicialmente, o alargamento do espacgo adaxonal da bainha
de mielina seguido pela vesiculacdo da lingua interna que progride até que todas as camadas

previamente compactadas sejam afetadas e a mielina completamente fragmentada (Figura 7)
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(MARIE-THERES WEIL, 2016).

A B C D E

Lingua externa

” . Lingua interna
Lingua interna d

alargada

™ Neurofilamento

Axénio  Microtibulo Bainha de mielina

Leve vesiculagao na Severa vesiculagao na Bainha de mielina
lingua interna linguainterna degenerada

Bainha de mielina normal

Figura 7. llustragdo esquemética mostrando a fragmentacdo da mielina nos estagios iniciais da desmielinizagdo. A.)
Secéo transversal de um axénio mielinizado com mielina compactada (verde) e com regides de lingua interna e
externa caracterizadas por citoplasma abundante (laranja). Inicialmente, a lingua interna torna-se aumentada (B) e
em seguida colapsa-se em pequenas vesiculas no espaco adaxonal (C). A vesiculagdo progride ao longo do tempo
(D) até que todas as lamelas de mielina se degenerem (E) (imagem retirada e modificada de (MARIE-THERES
WEIL, 2016).

A retirada da bainha de mielina se d& por diferentes formas como a remocéo das lamelas
de mielina pela microglia, fagocitose de vactolos de mielina, translocagdo total da bainha de
mielina para um lado do axénio deixando-o desnudo, translocacdo parcial da bainha de mielina
para um lado do axénio permanecendo em continuidade com um pequeno numero de lamelas
0 envolvendo, desintegragdo da mielina ao redor do axdnio em grandes arranjos lamelares
desordenados ou pequenos arranjos vesiculares, invasao do espaco periaxonal ou envolvimento
da bainha de mielina pelo citoplasma de uma célula fagocitica (BLAKEMORE, 1972;
BLAKEMORE, 1973)

1.5 Potencial de acédo na desmielinizacéo

As fibras mielinicas saudaveis sdo essenciais para que a conducdo do impulso nervoso
seja realizada de forma saltatdria, podendo atingir velocidades superiores a 100 m/s e
frequéncias 100 vezes mais rdpidas do que a conducdo de impulsos em axbnios nédo
mielinizados (WADDELL; LAWSON, 1990). A presenca da mielina em uma espessura
adequada é fundamental para permitir o maior afastamento e, consequentemente, a reducdo da
interacdo das cargas intra e extra-axonais, garantindo assim o aumento da velocidade do fluxo
da corrente longitudinal (FRANSSEN, 2019). No entanto, a mielina pode ser comprometida

em vérias doencas neuroldgicas, como a EM, levando a disfungdes sensoriais e motoras.
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As mudangas na voltagem da membrana, mediadas por fluxos idnicos através de canais
regulados por voltagem e transmissores, sdo fundamentais para a atividade neural,
determinando a direcdo e a forca motriz dos ions e, consequentemente, as propriedades da
transmissao sinaptica e propagacéao do sinal. Gradientes de concentragdo de ions, mantidos por
diversos mecanismos, inclusive proteinas transportadoras especializadas, podem ser alterados
durante atividades neurais elevadas, influenciando o fluxo idnico em potenciais sinapticos e
potenciais de acdo. Esses fendbmenos sdo observados em processos fisioldgicos e patologicos,
como crises convulsivas, que resultam em significativas mudancas nas concentragdes idnicas
intra e extracelulares (RAIMONDO et al., 2015).

A sinalizacdo eletroquimica no SN é mediada pelo movimento de ions conforme seus
gradientes eletroquimicos transmembranares, gerando correntes i6nicas. Os gradientes idnicos
sdo estabelecidos por mecanismos ativos e passivos, sendo que a maior parte do metabolismo
cerebral é dedicada a mecanismos ativos, especialmente a bomba Na*/K* ATPase, que utiliza
ATP para manter gradientes opostos e eletrogénicos de Na* e K*. Esses gradientes sdo
utilizados por diversos canais para modular o potencial elétrico neuronal, com canais de
vazamento de K* contribuindo majoritariamente para o potencial de repouso e canais de Na* e

K™ regulados por voltagem sustentando potenciais de acdo (RAIMONDO et al., 2015).

Em situacdo fisiologica, o PA ocorre quando a despolarizacdo da membrana provoca a
abertura rapida dos canais de Na* dependentes de voltagem (Nav), resultando em um aumento
na condutancia desse ion com influxo de Na* para o meio intracelular, gerando uma corrente
ibnica interna de sddio e uma corrente capacitiva externa em uma parte adjacente do axolema
ou mais distante, no nodo que precisa ser ativado (FRANSSEN, 2019). Esse fluxo de corrente
de Na*" gera uma despolarizacdo adicional, abrindo mais canais Nav e intensificando ainda mais
o influxo de corrente na célula, caracterizando a fase ascendente do PA. Gradualmente, os
canais Nav se inativam, diminuindo a condutancia da membrana a esse ion, enquanto os canais
de K" dependentes de voltagem (Kv) se abrem com retardo, aumentando a condutancia da
membrana ao K* e promovendo a repolarizacdo da membrana com o efluxo desse ion do meio
intracelular (KANDEL, 2013). A saida de ions K* ocorre, pois, a forca motriz quimica externa
— gerada pela maior concentra¢do de potdssio no meio intracelular — excede a for¢a motriz
elétrica interna — gerada pela atracdo eletrostatica para o meio intracelular. Assim, a corrente

i6nica de K* para fora da célula gera uma corrente capacitiva interna, resultando na acumulagéo
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de cargas positivas no exterior do axolema (FRANSSEN, 2019).

O PA é seguido por um pos-potencial hiperpolarizante, uma mudanca temporaria do
potencial de membrana para valores mais negativos que o potencial de repouso. Essas
alteracBes breves ocorrem porgue o0s canais de K* que se abrem durante a repolarizacdo do PA
permanecem abertos por um periodo apos o retorno do potencial de membrana ao seu valor de
repouso. Demora alguns milissegundos até que todos os canais Kv se fechem, deixando o
potencial de membrana ligeiramente mais negativo que o valor normal do potencial de repouso.
Esse é o periodo refratario absoluto, um curto intervalo que segue o PA, durante o qual é
impossivel gerar outro PA. A medida que os canais Kv comecam a se fechar e alguns canais
Nav se recuperam do estado de inativacdo, a membrana entra no periodo refratario relativo,
qguando € possivel gerar um PA, mas apenas se for aplicado um estimulo mais forte do que o

necessario para atingir o limiar em condigdes normais (KANDEL, 2013).

Para que o PA seja gerado e conduzido de forma eficiente é fundamental uma
organizacdo molecular dos segmentos iniciais de axénio e nodos de Ranvier em fibras
mielinizadas. Essa organizagdo consiste em uma abundancia de canais Nav na regido nodal, o
que é necessario para a ativacdo rapida desses canais e para geracdo de corrente elétrica
suficiente para despolarizar o proximo nodo de Ranvier ao longo do axdnio durante a geracdo
e propagacdo do PA, respectivamente. Quaisquer canais que estejam localizados de forma
errada em regides internodais, onde estdo cobertos por multiplas camadas de mielina,
experimentardo uma mudanca de voltagem menor e se ativardo menos e mais lentamente. Além
disso, uma diminuicdo do numero de canais de sodio funcionais pode causar falha na
propagagdo (ARANCIBIA-CARCAMO e ATTWELL, 2014).

Sabe-se que os canais Nav sdo criticos para a bioeletrogénese e foram identificadas varias
isoformas desses canais. Os canais de sodio dependentes de voltagem do tipo 1.2 (Navl.2)
encontra-se em neurénios do SNC pré-mielinizados e nos nodos de Ranvier imaturos, ja a
expressao de Nav1.6 ocorre nos nodos maduros. A presenca de cada isoforma se relaciona com
a funcgéo de determinada fibra nervosa. Por exemplo, os Nav1.6 estdo associados com correntes
elétricas persistentes maiores que poderiam iniciar um fluxo de ions danoso, contribuindo para
a degeneracdo axonal em axénios desmielinizados; além de estarem relacionados a disparos
répidos e em rajadas e terem um inicio relativamente rapido de inativacéo. J& os canais Nav1l.2

estdo associados a correntes persistentes menores e sdo propensos a gerar frequéncias de
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disparos mais baixos (RUSH; DIB-HAJJ; WAXMAN, 2005).

Foi observada uma disperséo difusa dos canais Nav ao longo do axénio desnudado e
desmielinizado em modelos experimentais de desmielinizacdo e em lesées de EM (COMAN et
al., 2006), além da mudanca na expressdo dos canais Nav de uma isoforma madura (Nav1.6)
para uma isoforma imatura (Navl1.2), sugerindo que a desmielinizagdo pode promover
alteracdes na expressdo de determinados canais idnicos, assim como nas suas distribuicdes ao
longo da regido nodal (CRANER, 2004). Essa dispersdo dos componentes dos nodos de Ranvier
ao longo dos axonios juntamente com a inibi¢do da transicdo de canais Nav1.2 para Nav1.6 se
relacionam com mutacdes genéticas que geram a deficiéncia de CASPR1 (ZOU et al., 2017),
mostrando que a presenca de CASPR é fundamental para a organizacao e expressao dos canais

de sodio.

A maioria dos canais Kv do tipo 1 esta localizada na regido justaparanodal (RASBAND
etal., 1999), embora os canais Kv3.1b e os canais KCNQ de ativa¢do lenta (também conhecidos
como canais Kv7) estejam presentes no proprio nodo de Ranvier (ARANCIBIA-CARCAMO;
ATTWELL, 2014). Além disso, canais de vazamento de potassio como K2P de subtipos TREK-
1 e TRAAK também estdo localizados na regido nodal (KANDA et al., 2019). Durante a
desmielinizagcdo de camundongos tratados com CPZ, viu-se que a maioria dos justaparanodos
estavam alongados devido a disseminacdo e aparéncia ectopica de canais Kv1.1 e Kv1.2 nos

internodos, sendo os Kv1.1 mais numerosos (BAGCHI et al., 2014).

A cinética de funcionamento de todos esses canais juntamente com a organizacdo da
mielina é fundamental para a geracao de voltagem e das correntes elétricas. As juncdes adesivas
entre os prolongamentos de OLs e 0 axdnio sdo fundamentais para reduzir o fluxo de corrente
sob a mielina, diminuindo a capacitancia efetiva da membrana axonal (ARANCIBIA-
CARCAMO; ATTWELL, 2014). Assim, a desmielinizacdo paranodal resulta no vazamento e
na dispersdo da corrente de conducéo sobre a &rea que compreende o antigo nodo de Ranvier e
0 axolema paranodal desnudado. Como essa area tera uma capacidade elétrica maior do que o
nodo normal, haverd um aumento no tempo ou bloqueio da conducéo internodal. Quando a
desmielinizacgdo atinge o justaparanodo, ha exposic¢ao dos canais Kv1 ou dispersao destes para
0s antigos nodos. Esses canais expostos podem ser ativados pela corrente de conducédo, o que
podera encurtar ou bloquear o PA. Portanto, o tempo prolongado do periodo refratario em

axonios desmielinizados se deve ao aumento da capacitancia elétrica da membrana, a fuga da
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corrente de conducdo e a redistribuicdo dos canais nos nodos e areas adjacentes, resultando em
um tempo maior necessario para despolarizar. (FRANSSEN, 2019).

1.5.1 Potéssio extracelular e sua relacdo com a hiperexcitabilidade cerebral

Os neurdnios ficam imersos em um fluido extracelular com alta concentragdo de ions
Na* e baixa concentracdo de ions K*. Dentro das células neuronais em repouso ocorre o inverso,
ou seja, ha alta concentracdo de ions K* e baixa concentracdo de ions Na*. Isso permite a
formacdo de gradientes eletro-quimicos através da membrana celular que sdo essenciais para
formacdo do PA que envolve a entrada de Na* e a saida de K" discutido anteriormente
(KOFUJI; NEWMAN, 2004)

Durante as convulsGes, a concentracdo extracelular de fons K™ aumenta
significativamente em relagdo a estados fisioldgicos, e retorna ao nivel normal apds a cessacdo
da crise. A elevacao de ions K* no meio extracelular em niveis fisiologicamente mais altos (6
— 9 mM) gera efeitos excitantes, mas viu-se também que concentracdes acima de 9 mM foram
capazes de inibir as atividades ictais em tecidos epilépticos (WANG et al., 2016). O aumento
de fluxos ibnicos extracelulares através de um axénio desmielinizado pode influenciar a
excitabilidade dos ax6nios vizinhos por interagcdes efapticas que acoplam eletricamente as
fibras nervosas como resultado de campos elétricos locais (DE CURTIS; GARBELLI; UVA,
2021). Isso foi mostrado com a inducdo de potenciais de a¢do ectopicos por meio da aplicacdo
de solugdo com alta concentragdo de K* na proximidade de internodos desmielinizados por CPZ
(HAMADA; KOLE, 2015). Logo, o excesso de ions K* liberado durante a despolarizagéo

celular excessiva pode ser capaz de gerar excitabilidade na rede celular.

Existem duas formas de fendmenos comunicacionais intercelular: transmissdo por
“flacdo” e por “volume” (figura 8). A transmissdo por “fiacdo” esta associada a comunicacao
celular por meio de uma estrutura de conexdo bem definida, como ocorre na transmissao
sinaptica e nas comunicagdes por jungdes comunicantes. J4 a comunicacdo por “volume” se da
pela transmissé@o do sinal por meio da difusdo pelo espaco extracelular (AGNATI et al., 1995;
NICHOLSON, 2000).

A comunicacao por fiacdo possui sua eficdcia modulada pelas mudancgas na taxa de

liberacdo ou degradacdo do sinal e estas podem fazer com que a comunicacdo por volume
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apareca ou desapareca completamente. Ou seja, na transmissao por volume, uma célula-alvo
pode ou ndo ser alcangada pelo sinal. As caracteristicas do percurso tomado pela transmissdo
por volume podem ser facilmente modificadas por mudancas quimicas no meio extracelular ou

por mudancas na geometria das estruturas celulares. (AGNATI et al., 1995)

Transmissao por volume Transmissao por fiacao
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Figura 8. llustragéo esquematica mostrando os principais tipos de comunicagdo intercelular no SNC: transmisséo por

fiacdo (a direita) e por volume (a esquerda) (imagem retirada de AGNATI et al., 1995).

No espaco extracelular do encéfalo, as membranas celulares representam obstaculos
fazendo com que as moléculas/ions em difusdo colidam com estes em seus movimentos
aleatorios, o que afeta a distribuicdo das suas concentrag@es. O nivel de obstaculos pode ser
mensurado por meio da variavel tortuosidade, e viu-se que esta pode variar em determinadas
condigdes, como em algumas doengas neurolégicas. Observou-se em modelo animal de EM
por meio do EAE uma diminuicdo da tortuosidade, o que se relaciona a alteragbes na

distribuicdo idnica no meio extracelular desses animais (NICHOLSON, 2000).

Com a degradacéo da bainha de mielina na regido do paranodo e justaparanodo, ocorre
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perda de NF155 e sobreposi¢do dos canais Nav com a CASPR1 (proteina paranodal), além
disso, os canais Kv1 que antes eram cobertos pela mielina na regido do justaparanodo, séo
capazes de gerar um efluxo de potéssio para 0 meio extracelular que antes era majotariamente
capturado pelos prolongamentos dos OLs envolvendo o axénio (ARANCIBIA-CARCAMO;
ATTWELL, 2014; XIA et al., 2020; DE CURTIS; GARBELLI; UVA, 2021). Assim, ocorre 0
vazamento de correntes idnicas e capacitivas na area de descontinuidade de mielina, podendo
encurtar ou bloguear o PA (FRANSSEN, 2019). Isso foi confirmado ao observar uma duracao
mais prolongada do impulso nervoso com o blogueio dos canais de potassio com a Fampridina
ou 4-aminopiridina, além da predisposicdo ao surgimento de convulsées como efeito adverso
dessa substancia quando usada em algumas situacdes de tratamento para EM (RASBAND et
al., 1999; JUDGE; BEVER, 2006). Entretanto, 0 aumento na concentracdo de potassio pode se
difundir mais facilmente nos tecidos desmielinizados, devido a menor tortuosidade
(NICHOLSON, 2000). Isso pode gerar uma comunicagéo celular via transmissao por volume e
induzir a despolarizacéo de fibras nervosas adjacentes.

Para manter os fons K* em concentracdo fisioldgica e equilibrar a excitabilidade do
tecido cerebral, diferentes mecanismos sdo acionados para tamponar os ions K* liberados no
espaco extracelular durante a atividade neuronal. A remocdo de ions K* extracelulares é
realizada principalmente pela bomba Na*/K*-ATPase em axo6nios e células gliais, e pelos canais
Kird.1 presentes em OLs e ASs. Esses canais sdo expressos na lingua interna de fibras
mielinicas e em locais de conexdo entre OLs e ASs. Logo, a perda de OLs leva a diminui¢do
do tamponamento de ions K e no seu acimulo extracelular (XIA et al., 2020; DE CURTIS;
GARBELLI; UVA, 2021). Além disso, a exclusdo dos canais Kir4.1 na glia de camundongos
estd associada a um tamponamento lento de K+ e aumento da suscetibilidade a crises
convulsivas (CHEVER et al., 2010).

Entender como ocorre a modulagdo neuronal ndo sinéptica e os mecanismos envolvidos
no clearance do potassio extracelular ajudara na busca por novos farmacos para tratamento de
doencas desmielinizantes associadas a ocorréncia de convulsdes refratarias aos medicamentos

anticonvulsivantes disponiveis.

1.6 Doengas desmielinizantes e disturbios de excitabilidade

Existem diferentes mecanismos patogénicos de dano a mielina e aos OLs: (BRADL e
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LASSMANN, 2010)

a) Destruicdo simultanea de OLs e mielina: Quando a leséo inicial atinge tanto a mielina
quanto os OLs simultaneamente, séo formadas placas de desmielinizacao primarias claramente
delimitadas (STORCH et al., 1998). As bainhas de mielina sdo completamente perdidas, alguns
OLs sofrem necrose durante o processo de lesdo aguda e outros, com preservacdo parcial de
seus corpos celulares, sofrem apoptose, sendo removidos lentamente do tecido lesionado
(WOLSWIJK, 2000).

b) Lesdo primaria de OLs: Caracterizada pela falta de impacto direto a mielina e por
leséo inicial decorrente de um distdrbio metabdlico nos OLs, levando a morte dessas células
tanto por apoptose quanto por necrose. Nesse cenario, a desmielinizacao frequentemente ocorre
de maneira incompleta (MURAYAMA e SAITO, 2007; BRADL e LASSMANN, 2010). Danos
toxicos aos OLs, como os provocados pela CPZ, também resultam em padrdes semelhantes de
desmielinizacdo (TORKILDSEN et al., 2008).

c) Desmielinizagdo e dano aos OLs induzidos por lesdo mitocondrial e/ou deficiéncia
energética: A deficiéncia energética na substancia branca afeta gravemente os OLs, levando a
chamada "distal/dying back oligodendrogliopathy”, caracterizada por gerar &reas de
desmielinizacdo incompleta com perda seletiva de proteinas. Nas lesdes iniciais, as partes mais
gravemente danificadas das células sdo os prolongamentos mais distais (periaxonais) dos OLS
(ITOYAMA et al., 1980; ABOUL-ENEIN et al., 2003). As lesdes também mostram
condensacédo nuclear nos OLs e destruicdo preferencial de axdnios menores, com preservacéo
ao redor de vasos sanguineos mais calibrosos. Essas alteracfes sdo caracteristicas de lesdes
isquémicas iniciais na substancia branca, mas também podem ocorrer em casos de doencas
inflamatorias graves, como em algumas formas de EM ou infec¢es virais (ABOUL-ENEIN et
al., 2003). A progressdo da deficiéncia energética estd associada a danos mitocondriais
profundos, que podem ser induzidos por distarbios da cadeia respiratoria mitocondrial através
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MAHAD et al., 2008).

O resultado de todas as lesdes descritas acima € a formacéo de areas focais ou difusas
de desmielinizacdo na substancia branca (BRADL; LASSMANN, 2010).

Os pacientes com EM possuem uma producdo reduzida de ATP, potencialmente
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resultante da diminuicdo das atividades dos complexos da cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais (BARCELOS; TROXELL; GRAVES, 2019). Além da alteracdo na
bioenergética, a disfuncdo mitocondrial esta fortemente associada ao metabolismo do oxigénio
e ageracdo de ROS no SNC (ADIELE; ADIELE, 2019). Como as ROS e seus produtos reativos
atacam todas as classes de biomoléculas, incluindo lipidios, o SNC, que compreende
membranas com niveis elevados de acidos graxos, tem alta vulnerabilidade aos danos causados
pelos efeitos adversos destas espécies reativas (BUTLER; BRADFORD; RODGERS, 2022).
Um foco especial é dado para as OPCs devido aos seus mecanismos de defesa antioxidante
limitados. Como resultado, as OPCs s&o incapazes de sofrer maturagdo em OLs formadores de
mielina, o que proporciona prejuizos na producéo e manutengdo da mielina no contexto da EM
(SPAAS et al., 2021b). Dessa forma, a disfuncdo mitocondrial em pacientes com EM pode levar
danos celulares que culminam em prejuizos na transmissdo de impulsos elétricos e no transporte
axonal e i6nico (LOPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023).

1.6.1 Esclerose Multipla e hiperexcitabilidade cerebral

A EM é uma doenca crbnica neurodegenerativa e inflamatoria que acomete o SNC,
caracterizada por lesdes desmielinizantes que levam a uma grande variedade de sintomas
experimentada pelos pacientes, como envolvimento dos sistemas motores, sensoriais e
autondmicos de acordo com o sitio acometido pela doenca, podendo gerar desequilibrios da
excitabilidade e convulsdes (COMPSTON et al., 2008; DI FILIPPO et al., 2015; YONG et al.,
2017).

A doenca acomete principalmente adultos jovens, entre 20 e 40 anos, em idade
produtiva da vida, tendo um grande impacto pessoal e social. As opcles terapéuticas
disponiveis atualmente sdo capazes de reduzir ou retardar a incapacidade, oferecendo maior
conforto aos portadores, entretanto, a cura ainda nao foi estabelecida, assim como suas causas

ainda ndo sdo completamente compreendidas (WALTON et al., 2020).

Allen e colaboradores (2013) mostraram que a EM e a epilepsia ocorrem juntas mais
frequentemente do que por acaso. Uma justificativa é que uma lesdo desmielinizante pode atuar
como um foco epileptogénico e é importante o conhecimento do risco de convulsdes nesses
pacientes para melhor definicdo do manejo terapéutico. Além disso, essa associacdo entre EM

e epilepsia estimula o desenvolvimento de hipdteses sobre os mecanismos subjacentes as duas
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condigdes (ALLEN; SEMINOG; GOLDACRE, 2013).

A maioria dos pacientes com EM inicia a doenca com uma fase remitente-recorrente
(EM remitente-recorrente) que apés alguns anos evolui para uma fase progressiva secundaria
(EM progressiva secundaria). Entretanto, em alguns pacientes ndo hd uma fase remitente-
recorrente e a doenga possui uma forma progressiva desde o inicio dos sintomas (EM
progressiva  primaria). Seu tratamento medicamentoso inclui  antinflamatorios,
imunomoduladores ou imunossupressores. Entretanto, como as caracteristicas patoldgicas das
diferentes fases da doenca diferem, o tratamento que é parcialmente efetivo em uma forma
clinica da EM pode néo se mostrar eficiente em outras (LASSMANN et al., 2007; COMPSTON
et al., 2008; LASSMANN et al., 2013).

A EM é definida por lesdes desmielinizantes inflamatérias no SNC (NOSEWORTHY
et al., 2000; LASSMANN et al., 2007), caracterizadas pela formacdo de placas de
desmielinizacdo na substancia branca e cinzenta. O processo de formacdo dessas lesbes é
caracterizado pela morte de OLs e degradacdo da bainha de mielina na fase aguda (EM
remitente-recorrente), enquanto os axénios e 0s corpos celulares neuronais sao preservados em
parte nesse momento. Entretanto, com a progressao da doenca e das lesdes, ocorre uma perda
substancial de axdnios (LASSMANN et al., 2013). Essa injuria a bainha de mielina resulta em
axonios mal mielinizados ou deshudos que deixam de ser capazes de transmitir PAs
eficientemente. Esse prejuizo ou bloqueio na conducdo de potenciais de acdo resulta nos
diversos sintomas neuroldgicos da doenca. Esses segmentos axonais expostos podem ser
suscetiveis a outras lesdes, coordenadas por citocinas pro-inflamatorias, proteinas do sistema
complemento e proteases, resultando em lesdo axonal irreversivel (NOSEWORTHY et al.,
2000).

Hé& varios mecanismos possiveis de reparo da mielina ou compensacéo para permitir a
propagacao dos PAs, como a resolucao da resposta inflamatoria seguida de aumento de canais
de sdédio dependentes de voltagem nos nodos de Ranvier para cobrir os segmentos axonais
desnudos e restaurar a conducdo, bem como por remielinizacdo resultante da proliferacao,
migracéo e diferenciacdo de OPCs (NOSEWORTHY et al., 2000). Apesar dessa tentativa de
reparo, a bainha de mielina caracteristica da remielinizagdo é mais fina e com internodos mais
espacados entre si. Entretanto, a perda axonal nessas areas é mais baixa do que nas areas

desnudas, mostrando que a remielinizagdo pode proteger os axonios da degeneracdo
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(LASSMANN et al., 2007; LASSMANN et al., 2013).

Nas areas de lesdo observa-se inflamacdo difusa, ativacdo da microglia, cicatrizes
astrociticas e lesdo axonal difusa (LASSMANN et al., 2007). A microglia se relaciona a
secrecdo de varias citocinas pro-inflamatérias, realizacdo de fagocitose de fragmentos de
mielina e recrutamento de leucdécitos para o sitio de injdria no SNC. Sabe-se que a ativagdo da
microglia / macrofagos esté associada a desmielinizagdo e a neurodegeneracao, porém ainda
ndo esta claro se sua ativacao € o gatilho primario para a formacgéo da leséo ou se é ativada
pelos linfécitos autorreativos contra proteinas da mielina provenientes de o6rgaos linfoides
periféricos (ELAINE O’LOUGHLIN et al., 2018). Independentemente do mecanismo de
geracdo da lesdo, ela se caracteriza por processo inflamatorio que danifica a bainha de mielina,

levando a falha de conduc¢édo do impulso nervoso, com eventual morte de OLs e neurdnios.

A compreensdo de mecanismos que possam proteger contra a desmielinizacdo e morte
das células neurais, bem como estimular a remielinizacdo e normalizacao da atividade elétrica
dos axo6nios pode permitir a identificacdo de novos alvos terapéuticos e tratamentos para

diferentes aspectos de doencas desmielinizantes do SNC como a EM.

1.6.2 Cuprizona como modelo de desmielinizagédo no SNC

Existem dois modelos animais muito utilizados para estudar a EM: o modelo da

Encefalomielite experimental autoimune (EAE) e modelo de dietacom CPZ (KIPP etal., 2016).

No modelo EAE, os animais sdo imunizados com um antigeno relacionado a mielina do
SNC administrado com adjuvante e toxina pertussis, que permeabiliza a barreira
hematoencefalica (BBB). Apos a imunizacéo, os antigenos do SNC sdo fagocitados por células
apresentadoras de antigenos que séo dirigidas para nodulos linfaticos locais ou baco e interagem
com linfocitos T autorreativos. Essas células T deixam os oOrgaos linfoides periféricos e
invadem o SNC via BBB danificada, induzindo inflamagé&o na medula espinhal, cerebelo, nervo
optico e encéfalo. Esse modelo permite a investigacdo da fase remitente-recorrente da EM uma
vez que os animais imunizados enfrentam ondas de desmielinizacgdo / remielinizacdo (KIPP et
al., 2016).

No modelo de intoxicacdo por CPZ, diferentemente do EAE, as células T e a quebra da
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BBB ndo sdo necessérias para a desmielinizacdo. A CPZ é um quelante de cobre e é conhecida
por possuir propriedades neurotoxicas, servindo como uma ferramenta farmacologica valiosa
para induzir a desmielinizacdo em animais de laboratorio. Sua acdo consiste em inibir enzimas
da cadeia respiratoria mitocondrial de OLs (ver MESSORI et al., 2007 para reviséo). Isso gera
estresse oxidativo, levando essas células a apoptose com concomitante ativagéo da microglia e
de ASs. Assim, a desmielinizacdo induzida por CPZ é caracterizada por degeneracdo de OLs e
ndo por um ataque direto a mielina. O primeiro sinal de apoptose de OLs pode ser visto dois
dias apoOs se iniciar a dieta com CPZ, paralelamente a uma macica reducdo de RNAmM
especificos de OLs. A CPZ atinge especifica e diretamente os OLs do SNC, sem afetar as
celulas de Schwann do SNP (KIPP et al., 2009; WANG et al., 2013; KIPP et al., 2016).

A CPZ causa desmielinizacdo de forma heterogénea no SN, além de ocorrer com curso
temporal distinto (GUDI et al., 2009). A desmielinizacdo do CC estd completa ap6s 4-5
semanas de intoxicacdo com CPZ, paralelamente a massiva microgliose, astrocitose e dano
axonal. Ja a desmielinizacdo do cortex se mostrou atrasada em comparacdo a do corpo caloso,
e s6 se mostrou significativa apds a 62 semana de dieta com CPZ (GUDI et al., 2009). A
remielinizacdo ocorre caso a dieta com CPZ seja interrompida e os animais voltem a ingerir a
dieta original. Devido a isso, 0 modelo da CPZ pode ser utilizado para estudar os mecanismos
que ocorrem durante a remielinizacdo quando a dieta é interrompida, ou da forma progressiva
priméaria ou secundarias da doenca, quando a dieta com CPZ ndo é interrompida (WANG et al.,
2013; KIPP et al., 2016).

Estudos prévios da nossa equipe mostraram que, apds cinco semanas de intoxicagao por
CPZ, o CC é quase completamente desmielinizado, assim como uma pequena desmielinizacéo
do trato Optico e manutencdo da mielina do nervo 6ptico (ARAUJO et al., 2017). A
desmielinizacdo também ocorre no nucleo geniculado lateral na substéncia cinzenta, com
concomitante ativacdo microglial e astrocitaria e elevados niveis de citocinas pré-inflamatorias,
alterando as propriedades excitaveis do circuito retinogeniculado, com alteragdo do equilibrio
excitacdo / inibicdo (ARAUJO et al., 2017). Isso mostra um ambiente inflamatoério gerado pelo

modelo de dieta com CPZ que se relaciona com alteracdes na excitabilidade nervosa.

Dessa forma, o conhecimento dos processos fisiopatoldgicos do modelo da dieta com
CPZ nos permitira investigar se as formas progressivas de EM interferem na excitabilidade

cerebral, através dos danos causados na bainha de mielina.
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1.7 Tratamento na Esclerose Multipla

O tratamento da EM pode ser dividido em tratamentos modificadores de doenca (DMTSs)
que sdo usados para reduzir a atividade da doenca inflamatéria e suas consequéncias clinicas a
longo prazo, e farmacos sintomaticos, como corticoides, usados para melhora a curto prazo dos
sintomas da EM que ocorrem nos momentos de surtos. VVarios DMTSs estdo disponiveis para o
tratamento da EM como o acetato de glatiramer, teriflunomida, fumarato de dimetila,
natalizumabe, alentuzumabe, azatioprina e fingolimode (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O crescente nimero de DMTSs aprovados melhora a possibilidade de adaptar a terapia
individualmente ao paciente em relacdo a eficacia, aspectos de seguranca e preferéncias.
(FILIPI et al., 2018). Apesar das opgdes existentes no mercado farmacéutico, ha ainda situagdes
de falhas terapéuticas, revelando a necessidade da continuidade de buscas de novos alvos
farmacoldgicos, bem como o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos dos farmacos

atualmente disponiveis.

Sabe-se que a ocorréncia de convulses em pessoas com EM tém sido relatadas desde a
mais antiga definicdo de EM. Até 2% de todos os casos desenvolvem epilepsia dentro de 10
anos apo6s o diagnostico da doenca. A epilepsia € uma condicdo neuroldgica comum que
apresenta significativa comorbidade psiquiatrica e sistémica, e evidéncias recentes indicam
uma frequente coexisténcia de distdrbios autoimunes sistémicos com essa doenca. (PITSCH et
al., 2018; AMANAT et al., 2019)

No manejo terapéutico da epilepsia presente em alguns pacientes portadores de EM, ha
muitos farmacos antiepilépticos, mas ainda ha a necessidade de outros que sejam mais eficazes
e seguros. A esfingosina 1-fosfato (S1P) e seus receptores podem representar um novo alvo
adequado devido ao seu envolvimento na neuroinflamagdo, um processo bem conhecido
subjacente as convulsdes e a epileptogénese. (LEO et al, 2016). O Fingolimode é um analogo
estrutural da esfingosina-1-fosfato (S1P) (BRINKMANN; CYSTER; HLA, 2004) e pouco se
sabe sobre os seus mecanismos de acdo quanto a reducdo da excitabilidade cerebral, e ndo ha
estudos na literatura sobre esse medicamento e sua associagcdo com a excitabilidade em modelos

de desmielinizacgéo cerebral, em especial o modelo da CPZ.
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O fingolimode (FTY720) € uma molécula derivada da miriocina, planta medicinal
chinesa, que possui propriedades imunossupressoras, mas € tdxica, necessitando de
modificagdes estruturais que levaram a sintese do fingolimode, que tem melhor perfil de
seguranca (CUSACK; STOFFEL, 2010). Ele foi o primeiro medicamento modificador de
doenga com administracdo por via oral aprovado para o tratamento da EM (LEO et al., 2017).
Apos a sua administracdo ele é fosforilado pela esfingosina quinase tipo 2 transformando-se
em fosfato de fingolimode (fingolimod-P), que é o metabdlito lipofilico ativo que atua como
agonista no receptor S1P. Isto gera a dessensibilizacdo e internalizacdo do receptor S1P,
indicando que o fingolimode tem um efeito antagonista funcional desse receptor (BORDET et
al., 2020). Dessa forma, o fingolimode ¢ um modulador nédo seletivo do receptor de S1P que
regula o trafego de linfocitos que expressam esses receptores, retendo-os dentro dos 6érgéos

linfoides secundarios.

Os receptores S1P também séo expressos em células gliais e o fingolimode também pode
ter uma funcdo de neuroprotecdo e remielinizacdo independentemente de sua funcdo em
linfocitos periféricos. Dessa forma, esse farmaco previne que células T saiam de 0Orgaos
linfoides e atravessem a BBB, mas também, devido ao seu carater lipofilico, é capaz de
atravessar a BBB e atingir o parénquima do SNC, podendo controlar varios tipos celulares
cerebrais intrinsecos que possuem receptores S1P, como OLs, neurdnios e ASs e, assim, regular
a morfologia, migracao, crescimento, diferenciacao, sobrevivéncia e apoptose celular (KIPP et
al., 2012; ALME et al., 2015).

Os resultados referentes ao tratamento com fingolimode no modelo da CPZ se mostraram
conflitantes. Este farmaco néo se mostrou capaz de promover remieliniza¢do no corpo caloso
ou no cdrtex cerebelar de camundongos apos desmielinizacdo experimentalmente induzida
(ALME et al., 2015), enquanto foi evidenciado um efeito de prote¢éo contra desmielinizagéo,
com aumento de proliferacdo de OPCs no corpo caloso. Adicionalmente, foi observado que o
fingolimode diminuiu o nimero de axdnios agudamente danificados (KIM et al., 2011; HU et
al., 2011). Entender esses efeitos auxiliaria na elucidacdo dos mecanismos pelos quais o
fingolimode reduz a desmielinizagdo e previne a progressdo das incapacidades associadas a
EM, além de identificar os processos fisiopatologicos que o farmaco pode modular (SLOWIK
etal., 2015).

Por outro lado, estudos recentes concluiram que o GPR17, um receptor acoplado a
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proteina G tem um importante papel regulador no desenvolvimento e maturacdo dos OLs
(NYAMOYA et al., 2018). O GPR17 pode ser ativado por mediadores inflamatdrios como os
leucotrienos cisteinicos LTC4, LTD4 e LTE4 (FUMAGALLI; LECCA; ABBRACCHIO,
2016). Os leucotrienos (LTs) estdo relacionados com a asma, sendo que os LTs contendo
cisteina (cisteinil-LTs, ou seja, LTC4, LTD4 e LTE4) séo broncoconstritores muito potentes.
Portanto, os antagonistas dos receptores de cisteinil-LT (LTRAs), como montelucaste e
pranlucaste, sdo utilizados no tratamento de pacientes portadores de asma (NICOSIA, 1999).
Foi visto que a inibicdo farmacoldgica de GPR17 com pranlucaste promoveu remielinizagdo
(OU et al., 2016) e que camundongos transgénicos com hiperexpressao de GPR17 em OLs
falharam no processo de mielinizacdo, com inibicdo da diferenciacdo e maturacdo dos OLs
(NYAMOYA et al., 2018).

A hiperativacdo de GPR17 inibe a sobrevivéncia dos OLs ao reduzir o nivel de cAMP
intracelular e ao induzir a expressdo do gene pré-apoptdtico Xafl. Além disso, a superativacdo
de GPR17 inibe a via de sinalizacdo da proteina quinase A e a expressdo do fator de transcricao
c-Fos. Ja a antagonizacdo do GPR17 é capaz de aumentar a sobrevivéncia de OLs e promover
a diferenciacdo de OLs imaturos, o que pode significar um importante avango para pacientes
com doencas neurodegenerativas (FUMAGALLI et al., 2017). Além desses efeitos na
mielinizag&o, os LTRAS podem ter um efeito na redugdo da incidéncia e severidade de crises
convulsivas (ERBAS, 2015; FLECK et al., 2016). Estudos experimentais e clinicos tém
mostrado que as convulsdes induzem inflamacdo cerebral e as convulsdes recorrentes
sustentam a inflamacgéo cronica (TESFAYE et al., 2021). Dessa forma, intervir no processo
inflamatério, com farmacos como pranlucaste, pode ser uma estratégia de tratamento da
hiperexcitabilidade cerebral, podendo servir como terapia adjuvante para pacientes com
epilepsia intratavel, o que pode ser bastante benéfico visto o menor efeito colateral em relacéo

aos farmacos antiepilépticos frequentemente utilizados (TAKAHASHI et al., 2013).

O fingolimode é um medicamento ja estabelecido e amplamente utilizado no tratamento
da EM, por outro lado, o pranlucaste ainda nao faz parte do arsenal terapéutico dessa doenca.
Entretanto, diante dos seus efeitos pelo antagonismo do GPR17 relatados acima, o pranlucaste
revela um grande potencial terapéutico que vai além do tratamento de doencgas respiratorias,
podendo abranger doengas neuroldgicas desmielinizantes relacionadas a distarbios de
excitabilidade. Além disso, mais estudos sdo necessarios para entender 0s mecanismos desses

farmacos na reducéo da hiperexcitabilidade cerebral, principalmente em modelos de EM.
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1.8 Justificativa

A EM ¢ uma doenca cronica e neurodegenerativa caracterizada pela desmielinizacéo e
degeneracdo axonal, resultando em uma série de deficits neuroldgicos que acometem
principalmente individuos em idade produtiva da vida, tendo um grande impacto pessoal e
social (WALTON et al., 2020). Muitos estudos tém sugerido que crises convulsivas sdo mais
comuns em individuos com EM do que o esperado para a populacdo geral (MARRIE et al.,
2015; LAPATO et al., 2017), o que sugere uma conexdo entre desmielinizacdo e
hiperexcitabilidade cerebral. Além disso, a presenca de convulsdes em pacientes com EM estéa
associada a diminuicdo da funcdo cognitiva, curso mais agressivo da doenca e aceleracdo do
tempo de incapacidade (LAPATO et al., 2017). No entanto, apesar da reconhecida prevaléncia
de convulsbes em pacientes com EM, a patogénese dessas crises ainda é pouco compreendida
e pouco explorada na literatura. Estudos que investigam a relagdo entre desmielinizagdo e
hiperexcitabilidade cerebral sdo necessarios para elucidar os mecanismos subjacentes e

desenvolver estratégias terapéuticas eficazes.

Sabe-se que 0 CC, uma estrutura critica para a transferéncia e integracao de informacdes
entre os hemisférios cerebrais, € frequentemente afetado pela desmielinizagcdo na EM (GEAN-
MARTON et al., 1991), podendo culminar em generalizacdo de crises convulsivas, que
inicialmente sdo focais, para crises mais amplas (UNTERBERGER et al., 2016). Modelos
experimentais utilizando a dieta com CPZ s&o amplamente empregados para induzir
desmielinizagcdo no SNC (KIPP et al., 2009; WANG et al., 2013; KIPP et al., 2016), facilitando

0 estudo da patogénese e das possiveis intervencdes terapéuticas.

Terapias medicamentosas que buscam preservar a bainha de mielina e reduzir a
hiperexcitabilidade cerebral mostram-se promissoras para o tratamento da EM. Enguanto o
fingolimode ja é utilizado no tratamento da EM, o pranlucaste ainda ndo é empregado para essa
condigdo. Realizar estudos que explorem o potencial do pranlucaste para tratar doencas
desmielinizantes, comparando-o com o fingolimode, que ja demonstrou grande eficacia no
tratamento da EM, pode ser valioso para estabelecer novas op¢oes terapéuticas para os diversos
aspectos patologicos da doenca. Além disso, ndo existem estudos na literatura que avaliem a
protecdo contra a hiperexcitabilidade cerebral utilizando esses farmacos em um modelo animal
de EM com dieta contendo CPZ.
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2. OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito do tratamento com Pranlucaste ou Fingolimode na protecao contra

desmielinizacdo e hiperexcitabilidade cerebral em um modelo animal de EM.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Acompanhar o ganho de peso através da analise da varia¢do ponderal dos animais ao

longo do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente a exposi¢cdo a CPZ.

Il. Analisar a protecdo contra a desmielinizacdo do CC através da quantificacdo da
densidade de lipideos por meio da coloracdo com Sudan Black e Fluoromielina, da
quantificacdo da densidade de proteina basica de mielina por meio de imuno-
histoquimica para MBP, e da quantificagdo das fibras mielinicas a partir de cortes
semifinos corados com azul de toluidina e ultrafinos apdés MET ao final do tratamento

com pranlucaste ou fingolimode frente a exposicao a CPZ.

1. Analisar as anormalidades de mielina associadas ao processo de desmielinizacdo a
partir de cortes ultrafinos apdés MET ao final do tratamento com pranlucaste ou

fingolimode frente a exposi¢cdo a CPZ.

IV.  Analisar a funcionalidade das fibras mielinicas por meio da histomorfometria do
corpo caloso, através da razdo-g ao final do tratamento com pranlucaste ou

fingolimode frente a exposi¢do a CPZ.

V. Analisar a funcdo sensitiva ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode

frente a exposicédo a CPZ.

VI.  Analisar o perfil celular, associado & formac&o e preservacdo de mielina, através de
imuno-histoquimica para CC1 (marcador de OLs) e NG2 (marcador de progenitor de
OL) no corpo caloso, e por meio da coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) ao

final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente a exposi¢do a CPZ.

VII.  Analisar a predisposicdo a convulsdes por meio da injecdo intraperitoneal de

pentilenotetrazol (PTZ) ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente
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VIII.

a exposicdo a CPZ.

Avaliar a concentracdo de ions de potassio, por método potenciométrico de analise
quimica, liberados pelas células neuronais para 0 meio extracelular em fatias de
tecido submetidas a cultura organotipica ao final do tratamento com pranlucaste ou

fingolimode frente a exposicdo a CPZ.

Analisar os segmentos excitaveis de axbnios atraves de imunofluorescéncia anti-
Nav1.6 ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente a exposicao a
CPZ.

Analisar o peso e a area de polpa branca dos bacos através da coloracdo por
hematoxilina e eosina ao final do tratamento com pranlucaste ou fingolimode frente

a exposicdo a CPZ.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos suicos, machos e fémeas, de peso 25-30 gramas, foram mantidos no
biotério experimental do Instituto Macaé de Ciéncia e Tecnologia, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, com controle de ciclo claro/escuro, sob ambiente ventilado e climatizado
durante todo o periodo de experimentacdo. Todos os procedimentos experimentais obedecem
as normas de utilizacdo de animais de laboratério do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal) e as normas internacionais de experimentacdo animal. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de

Janeiro, sob o niimero de referéncia MACOQ72.

3.2 Dieta com cuprizona

A dieta com CPZ (bis(cicloexanona)oxaldihidrazona; Sigma-Aldrich) foi realizada
conforme realizado em trabalho publicado pela nossa equipe (ARAUJO et al., 2017). Grupos
de camundongos (Controle N=20; Cuprizona N=20; Pranlucaste N=17; Fingolimode N=13)
selecionados para o tratamento foram submetidos a dieta com ou sem CPZ e pesados
diariamente. Uma parte da racdo triturada a p6 (sem adicdo de CPZ) foi reservada, para
tratamento do grupo controle, e a outra parte foi misturada com CPZ 0,2% para tratamento do
restante dos grupos. O estoque de racdo moida foi armazenado na geladeira e a dieta foi
oferecida diariamente, em livre demanda, aos camundongos a partir de seis semanas de vida e

foi mantida por cinco semanas.

3.3. Tratamento com Pranlucaste ou Fingolimode

Os camundongos foram pesados em balanca eletronica e seus pesos foram anotados
diariamente. Ap0s a pesagem, 0s animais receberam injecdes intraperitoneais com pranlucaste
(0,1 mg/kg; Cayman chemical) ou fingolimode (1mg/kg; Cayman chemical) diluidos em
solucéo salina 0,9% durante todo o periodo de dieta com CPZ. Animais do grupo controle e
CPZ, receberam as injecdes apenas com veiculo no mesmo periodo. A representacdo do modelo

experimental esta detalhada no esquema 1.
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Convulstes

Rag&o triturada em pé + Cuprizona 0,2%

Injeces didrias e intraperitoneais o .
Pranlucaste 0,1 mg/Kg ——» Injegdo intraperitoneal com

Fingolimode 1 mg/Kg PTZ (50 mg/Kg)
Veiculo
L Eutandsia
[ | +
l l | coleta dos materiais biologicos >
| | P | Tempo
DO 62 Q g 102112 (semanas)
; Testes
'%iﬁ_ = funcionais
GRUPOS EXPERIMENTAIS -

+ Controle- Dietaem pd semcuprizona + injegdo com veiculo
+ Cuprizona-Dietaem pé comcuprizona + injegdo com veiculo
» Pranlucaste- Dietaem pé comcuprizona + inje¢do com Pranlucaste

» Fingolimode - Dieta em p6 com cuprizona + injegdo com Fingolimode

Esquema 1: Desenho do modelo experimental.

3.4. Teste funcional

No final da quarta semana de tratamento, os animais foram submetidos a teste funcional
de sensibilidade que foi realizado apds cegamento dos grupos por outro pesquisador do

laboratdrio que desconhecia o significado de cada grupo experimental.

O teste de pressdo crescente na pata foi realizado conforme estudo previamente
publicado pela equipe executora da proposta (PESTANA et al., 2018). Esse teste € utilizado
para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico tatil. O analgesimetro digital (Von
Frey eletrénico) consiste em um transdutor de pressdo conectado a um contador digital de forca
expressa em gramas (g). A precisdo do aparelho é de 0,1 g e foi calibrado para registrar uma
forca méxima de 150 g, mantendo a precisdo de 0,1 g até a for¢a de 80 g. O contato do transdutor
de pressdo com a pata dos animais foi realizado através de ponteira descartavel de polipropileno
com 0.5 mm de diametro. Os camundongos foram colocados em caixas de acrilico com
assoalho em rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame nio maleavel de 1 mm de
espessura, durante 15 minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos
foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentagdo para facilitar a visualizagdo

das plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressédo
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linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produzisse
uma resposta caracterizada como sacudida da pata estimulada. O valor expresso no aparelho no

momento da retirada da pata foi observado e anotado.
3.5 Verificacéo da predisposicao a convulsdes

No final da quinta semana do tratamento, as convulsdes foram induzidas por injecao
intraperitoneal de PTZ (Cayman chemical), em dose convulsiva e compativel com a vida (50
mg/kg), diluido em salina 0.9% e avolumada com 200 pL de &4gua destilada. Os animais foram
colocados em arenas de campo aberto e filmados por um periodo de 0 a 10 minutos ap6s

administracdo do PTZ para analise posterior quanto a duracdo em cada fase comportamental.

A quantificacdo da intensidade das crises foi realizada a partir da Escala de Racine
modificada. Esta consiste em comportamentos especificos para cada fase (Figura 9): 1 -
Aprisionamento de olhar; 2 - Espasmos orofaciais; 3 - Arranco de pescoco; 4 - Convulsdo
clénica bilateral; 5 - Convulsdo clénica unilateral; 6 - Convulsdo ténica com manutencao
postural; 7 - Convulsdo ténica com perda postural; 8 - Convulséo ténica-clonica generalizada /
salto selvagem (LUTTJOHANN A et al., 2009; ERUM J. V. et al., 2019).

-
- T

Figura 9. Fases da Escala de Racine modificada observada nos animais. (A) Fase 1 - Aprisionamento de olhar; (B)

Fase 3 - Arranco de pescogo; (C) Fase 4 - Convulsdo clbnica bilateral; (D) Fase 5 - Convulsao cl6nica unilateral; (E)
Fase 6 - Convulsdo tdnica com manutenc¢do postural; (F) Fase 7 - Convulsao ténica com perda postural; (G) Fase 8 -

Convulsdo ténica-clnica generalizada / salto selvagem.

3.6 Imuno-histoquimica para marcadores especificos
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As imuno-histoquimicas foram realizadas conforme trabalho previamente publicado
pelo grupo (GOULART et al., 2018). Ao final das cinco semanas de tratamento, imediatamente
apos o teste de predisposicdo a convulsdes, os animais foram profundamente anestesiados por
injecdo intraperitoneal de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e perfundidos por via
intracardiaca com solugdo fixadora de paraformaldeido (PFA) 4%. Os animais foram
dissecados e seus encefalos e bacos foram recolhidos e mantidos em PFA 4%. Posteriormente,
os encéfalos foram crioprotegidos em solugdes de sacarose de concentracoes crescentes de 20%
e 30% (por 24 a 48 horas em cada uma), congelados em dioxido de carbono sélido (gelo seco)
sob imersao por 20 minutos, e cortes histolégicos coronais de 12 um foram obtidos em criostato
(Leica CM 1850) e coletados em laminas previamente gelatinizadas e armazenados em freezer
a -20°C. Entdo, os seguintes passos foram realizados: lavagem das laminas em PBS (salina
tamponada com fosfato), com pH = 7,4; Bloqueio da ligacdo a sitios inespecificos com PBS
contendo triton X-100 (0,3%) e 10% de soro normal de cabra; incubag¢do por um pernoite com
anticorpo primario anti-MBP (1:200), diluido em solucédo de blogueio, exceto para 0s controles
negativos; Lavagem com PBS e incubacdo com anticorpo secundario biotinilado contra a
espécie em que o priméario foi produzido (diluido em solucdo de bloqueio); Bloqueio da
atividade da Peroxidase enddgena com incubacdo de 15 minutos em 0,3% de Perdxido de
hidrogénio em Metanol; Lavagem em PBS e incubac¢do com Kit ABC (Vector); Lavagem em
PBS e revelacdo com Diaminobenzidina + Perdxido de hidrogénio; Desidratacdo em
concentracdes crescentes de Etanol, clarificacdo em Xilol e montagem das laminas com
entellan. As imagens foram capturadas no microscépio Olympus BX51 (campo claro), com a
objetiva de 20x, associado a camera fotogréafica digital. As imagens digitalizadas foram
analisadas utilizando-se o software ImageJ. O plug-in “Mean gray value” foi aplicado em cada
imagem, a partir do qual foi obtida a densidade dptica que foi quantificada a partir da

intensidade média de cada foto.

Para as imunofluorescéncias, as laminas contendo as fatias foram lavadas em PBS (pH
7,4) por cinco minutos. Para a recuperacdo antigénica do tecido, as laminas foram incubadas
com solugé@o SDS 1% (Sulfato dodecil de sodio) por cinco minutos, em seguida lavadas duas
vezes em PBS. Para o bloqueio de ligacéo a sitios inespecificos, foi utilizada uma solugéo de
PBS contento triton X-100 a 0,3%, e soro normal de burro/cabra (NDS, do inglés, normal
donkey serum, e NGS, do inglés, normal goat serum, respectivamente) a 2,5%, por uma hora

em temperatura ambiente. Em seguida, exceto para 0s controles negativos, os tecidos foram
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incubados por um pernoite com anticorpo primario (anti-CC1, anti-NG2 e anti-Nav1.6) na
solucgéo de bloqueio e em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em PBS trés vezes
por cinco minutos cada e, entdo, incubadas com anticorpo secundario por duas horas em
temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas em PBS quatro vezes por cinco minutos
cada, e foi incubado o marcador nuclear 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI, 20mg/mL, sigma)
por cinco minutos. Ao final, as ldaminas foram lavadas em PBS uma vez por cinco minutos, e
montadas com meio de montagem fluoromount (Eletron Microscopy Science, cat.17984-25),
armazenadas no freezer a -20°C para posterior analise. A auséncia do anticorpo primario foi

utilizada como controle negativo da reacao.

As imagens foram capturadas no microscopio confocal (SPE Leica), com a objetiva de
40x (anti-CC1 e anti-NG2) e 63x (anti-Nav1.6), em 3 areas do corpo caloso (area A, Be C). A
area A corresponde aproximadamente as coordenadas mediolateral -1,5 mm, anteroposterior 0
mm e dorsoventral +2 mm; a area B corresponde aproximadamente as coordenadas
mediolateral 0 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2,3 mm; a area C corresponde
aproximadamente as coordenadas mediolateral +1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral
+2 mm. Tais coordenadas foram analisadas com auxilio do Atlas “The mouse brain in
stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G., & FRANKLIN, K. B. J., 2001). As imagens
digitalizadas foram analisadas utilizando-se o software ImageJ sendo realizada a contagem
manual das células CC1 positivas, aléem da analise da area marcada e contagem de punctas
Nav1.6 por meio do plugin Puncta Analyzer 2.0. Adicionalmente, foi realizada a quantificacédo
quanto a intensidade de fluorescéncia do NG2 por meio do plug-in “Mean gray value” aplicado
em cada imagem, a partir do qual foi obtida a densidade dptica que foi quantificada a partir da
intensidade média de cada foto. Todas as analises foram realizadas apds cegamento de todas as
amostras por outro pesquisador do laboratério que desconhecia o significado de cada grupo

experimental.

Tabela 1: Especificagdo de anticorpo primario utilizado na imuno-histoquimica.

Anticorpo Primario Espécie de origem Diluigéo Fabricante
MBP Rato 1:200 Millipore (MAB386)
APC [CC-1] Camundongo 1:100 Abcam (ab16794)
NG2 Coelho 1:100 Millipore (AB5320)
SCNB8A (Nav1.6) Camundongo 1:100 Sigma-Aldrich
(WHO0006334M4-100UG)
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Tabela 2: Especificacdo de anticorpo secundario utilizado na imuno-histoquimica.

Anticorpo Secundario Espécie de origem Diluicédo Fabricante
Anti-Rat Biotinilado Cabra 1:300 Vector (BA-9400)
Alexa Fluor 594 Donkey Burro 1:500 Molecular Probes (R37115)
Anti-Mouse
Alexa Fluor 594 Donkey Burro 1:500 Molecular Probes (A21207)
Anti-Rabbit

3.7 Coloracao com Fluoromielina

Os cortes histolégicos cerebrais coronais de 12 um, obtidos em criostato (Leica CM
1850), coletados em laminas previamente gelatinizadas e armazenados em freezer a -20°C,
também foram utilizados para coloracdo com Fluoromielina. Para isso, as laminas com o
material foram mantidas por 10 minutos em estufa com temperatura de 56°C e, em seguida,
lavadas em PBS com pH 7,4 por 20 minutos. Em seguida foi adicionada a solugdo com
fluoromielina (FluoroMyelin™ Green Fluorescent Myelin Stain — F34651 — Molecular Probes)
diluida em PBS (1:300) e, logo depois, as laminas passaram por 3 lavagens de 5 minutos de

PBS e montadas com fluoromount.

As imagens foram capturadas no microscépio confocal (SPE Leica), com a objetiva de
40x, em 3 areas do corpo caloso (area A, B e C). A area A corresponde aproximadamente as
coordenadas mediolateral -1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2 mm; a area B
corresponde aproximadamente as coordenadas mediolateral 0 mm, anteroposterior 0 mm e
dorsoventral +2,3 mm; a area C corresponde aproximadamente as coordenadas mediolateral
+1,5 mm, anteroposterior 0 mm e dorsoventral +2 mm. Tais coordenadas foram analisadas com
auxilio do Atlas “The mouse brain in stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G.; FRANKLIN,
K. B. J., 2001). As imagens digitalizadas foram analisadas utilizando-se o software ImageJ
sendo realizada a quantificagdo quanto a intensidade de fluorescéncia por meio do plug-in
“Mean gray value” aplicado em cada imagem, a partir do qual foi obtida a densidade optica que
foi quantificada a partir da intensidade média de cada foto. Todas as analises foram realizadas
apos cegamento de todas as amostras por outro pesquisador do laboratério que desconhecia o
significado de cada grupo experimental.

3.8 Coloragéo com Sudan Black
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J& foi demonstrado a utilizagdo da coloracdo com Sudan Black como um método
simples, de curta duracdo e ndo toxico para avaliar o reparo da mielina em doencas
desmielinizantes (INEICHEN et al., 2017). Dessa forma, as laminas contendo as fatias de
cérebros foram lavadas em PBS com pH 7,4 por cinco minutos. Em seguida foi adicionada a
solucéo de Sudan Black 1% diluido em alcool 70% por 10 minutos no material e, logo depois,
as laminas foram lavadas uma vez com agua destilada e montadas com N-propilgalato. As
imagens foram digitalizadas em microscépio optico de campo claro (Olympus BX51), com
aumento de 10x, associado a camera fotogréafica digital para analise, com utilizacdo do ImageJ,
e foram quantificadas a porcentagem de area corada e a densidade de coloragao nos tecidos. A
densidade de coloracgéo foi realizada por meio do plug-in “Mean gray value” aplicado em cada
imagem, a partir do qual foi obtida a densidade éptica, a qual foi quantificada a partir da
intensidade média de cada foto. Todas as analises foram realizadas apds cegamento de todas as
amostras por outro pesquisador do laboratério que desconhecia o significado de cada grupo

experimental.

3.9 Coloracao com Hematoxilina e Eosina

As laminas contendo as fatias de cérebros foram lavadas em agua destilada por 1 minuto
e em seguida mergulhadas em hematoxilina de Harris por 3 minutos. Logo, apds foram lavadas
novamente com agua destilada e mergulhadas em eosina por 30 segundos. Em seguida foram
desidratadas em concentrac6es crescentes de Etanol (70%, 90% e 100%), clarificadas em Xilol
e montadas com entellan. As imagens foram digitalizadas em microscépio 6ptico de campo
claro (Olympus BX51), em aumento de 40x, associado a camera fotografica digital para analise
da morfologia tecidual por meio da contagem de condGes celulares e numero de células

organizadas em corddes celulares, com utiliza¢do do programa ImageJ.

3.10 Processamento dos bagos e coloracdo em Hematoxilina e Eosina

Foram coletados os bacos dos animais de cada grupo apos perfusdo intracardiaca,
armazenados em PFA 4%, para posterior pesagem em balanga de precisdo e realizacdo do
processamento para emblocamento em parafina. Este processamento foi feito seguindo as
seguintes etapas: desidratacdo colocando as amostras, armazenadas em cassetes previamente
identificados, por 30 minutos em cada banho de &lcool com concentracfes crescentes (50%,
70%, 80%, 90%, Absoluto I, Absoluto 1l e Absoluto I11); 30 minutos em banho de solucao
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contendo metade de &lcool absoluto e metade de xilol; clarificacdo colocando as amostras por
30 minutos em cada banho de xilol (Xilol I, Xilol 1l e Xilol II); impregnagéo por 20 minutos
em cada banho de parafina (I, Il e I11); inclusdo com parafina liquida utilizando molde de metal

para formar os blocos para microtomia.

Os blocos de parafina foram cortados no micrétomo, em cortes coronais de 4 um de
espessura, e levados com o auxilio de uma pinca ao banho-maria a temperatura aproximada de
40 a 50°C para que as fitas de parafina se distendessem sobre a gua, evitando a formacéo de
dobras no tecido. Em seguida, os cortes foram pescados com laminas de histologia previamente
limpas e gelatinizadas.

As laminas com os cortes realizados no micrétomo foram mantidas por 10 minutos em
estufa com temperatura de 56°C, submetidas a desparafinizacdo por 3 minutos em cada banho
de xilol (xilol I, xilol Il e xilol I1I), hidratagdo por 1 minuto em cada banho com solugéo de
alcool em concentracbes decrescentes (alcool absoluto, 90%, 80%, 70%), seguida de imerséo
em agua destilada por 30 segundos, coloracdo com hematoxilina por 2 minutos, lavagem em
agua corrente por 3 minutos, coloragdo com eosina por 30 segundos e lavagem em &gua
destilada. Logo ap6s, as fatias nas laminas foram desidratadas por 1 minuto em cada banho de
alcool em concentracdes crescentes (70%, 80%, 90% e alcool absoluto), clarificadas por 3

minutos em cada banho de xilol (xilol I, xilol 11 e xilol I11) e montadas com Entellan.

A coloracdo com HE teve o intuito de permitir a contagem manual do nimero de
nodulos linfoides e a quantificacdo da porcentagem da area de polpa branca, com a utilizacdo
do programa ImageJ. Todas as analises foram realizadas ap6s cegamento de todas as amostras

por outro pesquisador do laboratdrio que desconhecia o significado de cada grupo experimental.

3.11 Microscopia eletronica de transmisséo

A MET tem sido fundamental para elucidar a relacdo entre o axdnio e sua bainha de
mielina em condi¢des normais e patologicas. No entanto, a MET requer cuidados especificos
no preparo tecidual e interpretacdo das imagens, ja que é comum a ocorréncia de artefatos em
processamento convencional das amostras de tecidos. Por isso, recomenda-se que todas as
alteracbes encontradas devam ser interpretadas por meio de comparacdo dos grupos
experimentais com o grupo controle (STASSART RM, MOBIUS W, NAVE KA, EDGAR JM,
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etal., 2018), o que foi realizado neste presente trabalho. O processamento para MET e 0s cortes
semifinos e ultrafinos para anélise da morfometria do SNC foram realizados conforme trabalho

publicado previamente por membros da equipe (MENDONCA et al., 2018).

Para a anéalise ultra-estrutural, os animais foram submetidos a perfusdo intracardiaca
com PFA 4% e glutaraldeido (GA) 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, no final da quinta semana
de tratamento. Os cérebros foram seccionados em cortes parassagitais de 500 um que foram
obtidos a partir de vibratomo (Vibratome Series 1000, Sectioning System), e de cada corte foi
dissecada, com auxilio de bisturi, uma amostra contendo o CC. A area escolhida do CC
correspondeu aproximadamente as coordenadas mediolateral +2,5 mm, anteroposterior 0 mm
e dorsoventral +1.6 mm. Tais coordenadas foram analisadas com auxilio do Atlas “The mouse
brain in stereotaxic coordinates” (PAXINOS, G.; FRANKLIN, K. B. J., 2001). Essas amostras
foram deixadas em imersdo numa solucdo fixadora fresca (GA 2,5% em Tampdo Fosfato 0,1
M) por pelo menos 24 horas, e entdo processados para MET de rotina. Apoés a fixacdo por
imersdo nas solucdes supracitadas, as amostras passaram por duas lavagens de cinco minutos
em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4), seguida de duas lavagens de cinco minutos em tampao
cacodilato 0,1 M (pH 7,4) e pdés fixados por 2 horas em tetroxido de 6smio 1% contendo 0,8%
de ferrocianeto de potéassio em tampdo cacodilato a 0,1 M (pH 7,4). Os cortes foram lavados
trés vezes por cinco minutos em tampéo cacodilato a 0,1 M (pH 7,4) e depois duas vezes por
cinco minutos em agua destilada. Foram colocados em uma solucdo de acetato de uranila a 1%
e deixados nessa solucdo por um pernoite. No dia seguinte, as amostras foram desidratadas
numa bateria gradual de acetona 30%, 50%, 70%, 80%, 90% (duas lavagens por dez minutos
em cada concentracdo) e 100% (duas lavagens por vinte minutos em cada). Em seguida, foram
infiltradas em resina Poly/Bed 812 (Polysciences) e acetona nas proporcdes (1:3 e 2:2) por um
pernoite cada, e em resina 100% por 48 horas dentro da geladeira. Apos esse tempo, as amostras
foram emblocadas em moldes de silicone e deixadas em estufa a 60°C, por 48 horas, para

polimerizacgéo da resina.

Cortes parassagitais semifinos (300 - 500 nm) do corpo caloso foram coletados em
laminas de vidro, corados com azul de toluidina e fotografados (aumento 100x) sob
microscopio optico de campo claro (Olympus BX51) acoplado a camera fotografica para
analise qualitativa das fibras mielinicas ao longo da extensdo do corpo caloso. Logo apds a
realizacdo dos cortes semifinos, cortes ultrafinos (50 - 60 nm) foram coletados em grades de

cobre que foram levadas ao microscopio eletronico (Jem 1001, JEOL) para analise da
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ultraestrutura. Nesta anélise foram realizadas uma amostragem sistematica de imagens de 10-
30 campos dos cortes transversais do corpo caloso, com magnificacdo de 15.000x; dessa forma,
uma ampla extensdo do material foi percorrida, com intuito de alcancar um valor de 300 — 500

fibras mielinicas no total.

Avaliamos os seguintes pardmetros: numero de fibras mielinicas, numero de fibras sem
mielina, nimero de anormalidades da mielina, medidas das areas das fibras mielinicas, dos
axonios e da espessura da bainha de mielina, a partir do qual medimos a razdo-g. Esta foi
calculada utilizando-se o diametro do axdnio dividido pelo diametro da fibra por meio do
programa MyelTracer. Neste a rea referente a lingua interna foi excluida do célculo. A razéo-

g foi calculada em um minimo de 300 fibras por animal.

As razdes-g sdao comumente calculadas em imagens de ME de amostras quimicamente
fixadas e apesar da ampla aplicabilidade e relevancia funcional, a razdo-g normalmente
negligencia a lingua interna. No entanto, uma lingua interna alargada enviesara a analise padréo
da razdo-g ao superestimar o diametro do axénio (CARRILLO-BARBERA et al., 2023).
Consequentemente, neste trabalho, foi realizada a excluséo da area da lingua interna durante o
calculo da razéo-g por meio do programa MyelTracer (KAISER et al., 2021).

Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 8.0 e as imagens foram
analisadas no programa ImageJ. As alteracbes histomorfolégicas encontradas foram
comparadas com o grupo controle na tentativa de evitar contagem de possiveis artefatos gerados
pelo processamento das amostras. Todas as analises foram realizadas apds cegamento de todas
as amostras por outro pesquisador do laboratério que desconhecia o significado de cada grupo

experimental.

3.12 Cultura organotipica

A atividade excessiva vista em ax6nios desmielinizados pode promover
hiperexcitabilidade cerebral. Dessa forma, foi estabelecida a hipdtese de um aumento
extracelular de potassio gerado durante a atividade epileptiforme capaz de ser amplificado pela

presenca de axbnios sem revestimento de mielina apropriado (UVA et al., 2021).

Para analisar a concentracdo dos ions K™ no meio extracelular e sua correlagdo com a

65



hiperexcitabilidade cerebral, realizamos um ensaio por meio de cultura organotipica. Para isso,
0s quatro grupos de animais (Controle N=9, CPZ N=9, Pranlucaste N=6 e Fingolimode N=6)
foram eutanasiados com isoflurano e o encéfalo foi dissecado imediatamente e colocado em
meio de cultura suplementado gelado (Soro fetal bovino + Penicilina/estreptomicina + Glicose
+ Fungizon + DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium / F12). Em seguida, foram
realizados cortes de 300 um no Chopper, colocados em meio de cultura suplementado e
armazenados na geladeira por 30 minutos para eliminacdo das proteases. Logo ap0s, as fatias
foram plaqueadas dentro do fluxo horizontal com a utilizacdo de membranas para cultura
(Millicell - Cell Culture Inserts, 0.4 um, 30 mm diameter), e foi adicionado 1 mL de meio de
cultura suplementado e as placas foram mantidas na estufa (37°C) por 30 minutos. Foram
utilizadas 4 fatias por membrana, sendo selecionadas sempre duas fatias mais anteriores e duas
fatias mais posteriores. Apos esse tempo, o0 meio de cultura das placas foi substituido por meio
de cultura suplementado novo (nos pogos controle) ou por meio de cultura com PTZ 30 mM.
As placas foram mantidas por 10 minutos dentro da estufa (37°C). Em seguida, os meios de
cultura foram guardados e posteriormente realizada analise bioquimica quanto a dosagem de

potassio por meio potenciometria.

3.13 Dosagem da concentracéo de ions K* por potenciometria

Foi utilizado o Slide K* VITROS que é constituido por um elemento analitico de
maultiplas camadas revestido por um suporte de poliéster que utiliza a potenciometria direta para
a medicdo do potassio ibnico. O slide é constituido por dois eletrodos seletivos de ion, cada um
contendo valinomicina (um ionéforo de potassio), uma camada de referéncia e uma camada de
prata e cloreto de prata revestidos por um suporte de poliéster. Foi aplicada uma gota da amostra
do meio de cultura e uma gota do Liquido de Referéncia dos Eletrélitos VITROS em metades
separadas da lamina resultando numa migracdo dos dois liquidos para o centro da ponte de
papel. Formou-se entdo uma juncédo estavel do liquido, ligando o eletrodo de referéncia ao
eletrodo indicador da amostra. Cada eletrodo produz um potencial elétrico em resposta a
atividade do potéssio aplicado ao mesmo. A diferenca de potencial existente entre os dois

eletrodos foi calculada e expressa em mEq/L.

3.14 Andlise estatistica

Todos os resultados foram comparados através do programa GraphPad Prism 8.0 e
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foram apresentados em forma de média e erro padrdo da média. A normalidade das amostras
foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os valores do grupo controle foram normalizados
para 1 e as diferencas dos tratamentos em relagédo ao controle foram estudadas com o Teste t de
uma amostra. Os grupos tratados foram comparados entre si por meio do teste One-Way Anova
com pos-teste de Tukey. Na anélise de variacdo ponderal e das convulsdes pela Escala de
Racine foi utilizado o Teste Two-Way Anova com pds-teste de Bonferroni. Na andlise da
quantidade de fibras em determinadas faixas de razéo-g foi utilizado o Teste Two-Way Anova
com pos-teste de Tukey. Na analise estatistica da variacdo do potassio no meio de cultura apos
adicdo de PTZ no grupo controle e CPZ foi utilizado o teste t pareado. Na analise de area
marcada para Nav1.6 foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. As diferencas

foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Variacdo ponderal em relacédo ao inicio do tratamento dos animais

Os camundongos adultos jovens receberam diariamente, em livre demanda, racéo
triturada com CPZ 0,2% e rag&o triturada controle ao longo de cinco semanas. Para realizar o
calculo das doses dos farmacos aplicados diariamente e para acompanhamento do ganho de
peso ao longo do tratamento, os animais foram pesados diariamente e realizou-se uma analise

da variacdo ponderal em relacdo ao inicio do tratamento.

Sabe-se, pela literatura, que o tratamento com CPZ induz a um ganho de peso mais lento
em relacdo ao grupo controle (SEN et al., 2020a), o que também foi visto nos animais deste
atual trabalho, chegando a atingir pesos significativamente menores em relacédo ao controle no

final do tratamento (352 semana) (Figura 1).

Foi avaliado também como o tratamento com pranlucaste e fingolimode interferiu no
ganho de peso dos animais e concluiu-se que houve uma redugéo significativa do peso, em
gramas, em relacdo ao grupo controle na 2% semana de tratamento. Entretanto, ao final do
tratamento esses dois grupos tiveram uma recuperacdo significativa do peso, ficando este

semelhante ao do grupo controle (Figura 1).
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Figura 10 — Anélise da variacdo ponderal em relagdo ao inicio do tratamento dos animais. Observe que o ganho
de peso foi mais lento no grupo CPZ em relagéo ao controle, ocorrendo uma reducéo significativa na 35 semana.
Houve também reducdo significativa do peso na 142 semana de tratamento com fingolimode e pranlucaste em
relacdo ao controle, porém h& uma recuperacdo do peso desses animais ao final do tratamento. Controle com n =
6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6. *p < 0,05; **p < 0,01 em relagéo ao grupo

controle. Teste two-way Anova com pos-teste de Bonferroni.

4.2 Dieta com 0,2% de CPZ induziu a desmieliniza¢do no corpo caloso e o tratamento com

pranlucaste ou fingolimode protegeram contra a desmielinizacao

A regido mais intensamente estudada para desmielinizacdo ap0s intoxicagdo por CPZ € o
corpo caloso. Quando camundongos adultos sdo alimentados com 0,2% de CPZ na dieta, a
desmielinizacdo do corpo caloso comeca a ocorrer na terceira semana de tratamento, atingindo
um pico de perda de mielina na quinta semana de tratamento (MATSUSHIMA; MORELL,
2001). Dessa forma, o tempo de tratamento escolhido para os camundongos adultos jovens foi de
cinco semanas e as analises no corpo caloso desses animais foram realizadas no final desse

periodo, em que a desmielinizag&o ja estava bem consolidada.

Existem algumas técnicas de coloracdo e marcacdo de mielina baseadas em sua
composicdo. Uma delas ¢ a utilizagdo de um corante fluorescente lipofilico, fluoromielina, que
detecta seletivamente os componentes lipidicos da mielina (KILGORE J., 2006). Inicialmente
realizamos essa técnica para analise da densidade dos lipidios de uma forma geral do corpo

caloso, sabendo que a mielina possui uma preponderancia na composicdo dessa estrutura
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(POITELON et al., 2020). Vimos que ocorreu uma reducdo significativa na densidade de
fluoromielina nos grupos CPZ e pranlucaste em relacdo ao controle e que hd uma recuperacéao da

densidade no grupo tratado com fingolimode (Figura 10, grafico M).

Além disso, realizamos outra técnica para andlise de densidade de lipideos com coloragéo
com Sudan Black, cuja utilizacdo mostrou ser um método simples, de curta duracdo e ndo toxico
para avaliar o reparo da mielina em doencas desmielinizantes por meio da coloracdo de lipideos
(INEICHEN et al., 2017). Vimos que, no CC, no final da quinta semana de tratamento, a
densidade de coloragdo diminuiu significativamente em todos os grupos em relagéo ao controle.
O tratamento com fingolimode recuperou parcialmente o nivel da densidade de coloracéo, ja o
tratamento com pranlucaste ndo levou a recuperacdo da densidade de coloracdo (Figura 10,

grafico N).

Ambas as analises realizadas anteriormente mostraram uma variacdo na quantidade de
lipidios presentes no CC dos tecidos analisados. Entretanto, apesar da alta proporcéo de lipidios
(70 — 85%), a bainha de mielina € formada também por proteinas, sendo que uma das mais
abundantes é a MBP (POITELON, KOPEC e BELIN, 2020; JAHN et al., 2020). Dessa forma,
para avaliacdo do outro componente constituinte da mielina, as proteinas, e para uma analise
por meio de anticorpos especificos de mielina, realizamos imuno-histoquimica contra MBP no
CC no final da quinta semana de tratamento, que mostrou uma diminuicdo significativa da
densidade de MBP no grupo CPZ. Além disso, 0s tratamentos com Pranlucaste e Fingolimode

recuperaram parcialmente o nivel de mielinizacdo (Figura 10, grafico O).

Com esses resultados podemos concluir que reproduzimos um modelo animal de dieta
com CPZ que apresentou desmielinizacdo do CC no final da 5% semana de tratamento. Além disso,
observamos uma variagdo quanto a protecao contra a perda dos dois constituintes da mielina nos
grupos tratados com os farmacos pranlucaste ou fingolimode. O pranlucaste ndo protegeu
significativamente nesse periodo de tratamento contra a perda de lipidios, entretanto houve uma
protecdo quanto aos niveis de MBP no CC. Ja o fingolimode foi capaz de proteger

significativamente contra a perda de lipideos e de MBP no CC.
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Figura 11. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso quanto a densidade de fluoromielina (imagens
A, B, C e D), quanto a densidade de coloracdo por Sudan Black (imagens E, F, G e H) e quanto a densidade de MBP
(imagens I, J, K e L). Barra de escala = 10 pm.

Gréfico M. Quantificacdo da densidade de fluoromielina no corpo caloso dos grupos cuprizona, pranlucaste e
fingolimode em relacéo ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que ha reducdo significativa da densidade
de fluoromielina dos grupos cuprizona e pranlucaste em relagdo ao controle e que ha uma recuperagdo da densidade
no grupo tratado com fingolimode. O grafico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média
(Controle com n = 7; Cuprizona com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ###p < 0.0001, #p <
0.05 (Teste t de uma amostra em relacdo ao controle normalizado para 1) e ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (Teste
One-Way Anova com pos-teste de Tukey).

Gréfico N. Quantificacdo da densidade de coloracdo de Sudan Black no corpo caloso dos grupos cuprizona,
pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que ha reducéo significativa
da densidade de coloracdo dos grupos em relacdo ao controle e que ha uma recuperacao parcial da densidade de
coloracdo no grupo tratado com fingolimode. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrdo da
média (Controle com n = 6; Cuprizona com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ### < 0,0001,
##n < 0.0005, #p < 0.05 (Teste t de uma amostra em relagédo ao controle normalizado para 1) e *p < 0,05 (Teste One-
Way Anova com pos-teste de Tukey).

Gréfico O. Quantificacdo da densidade de proteina basica de mielina no corpo caloso dos grupos cuprizona,

pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo controle (normalizado para 1). Observe que ha reducéo significativa
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da densidade de proteina bésica de mielina no corpo caloso dos grupos em relagdo ao controle e que ha uma
recuperacdo parcial da densidade de marcacdo nos grupos tratados com pranlucaste e fingolimode. O grafico
representa a média dos experimentos e +/- o erro padrdo da média (Controle com n = 6; Cuprizona com n = 7;
Pranlucaste com n = 5; Fingolimode com n = 4). ##p < 0.0001, *p = 0.0005, #p < 0.005 (Teste t de uma amostra
em relacdo ao controle normalizado para 1) e **p < 0,05, ***p < 0,005 (Teste One-Way Anova com pds-teste de
Tukey).

4.3 Dieta com 0,2% de CPZ e o tratamento com fingolimode diminuiu e preservou

respectivamente, o niumero de fibras mielinicas no corpo caloso

Cortes parassagitais semifinos do corpo caloso coletados em laminas de vidro e corados
com azul de toluidina evidenciaram uma reducéo qualitativa das fibras mielinicas no grupo CPZ,
enquanto os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode parecem ter protegido parcialmente

contra a perda de fibras mielinicas (Figura 12).

SFErsE e

3% (D)[EINGOUIMODE

Figura 12. Cortes semifinos parassagitais do corpo caloso de cada grupo, mostrando as fibras mielinicas em cortes

transversais em cada respectivo grupo. (N = 3 para cada grupo). Coloracéo: Azul de toluidina. Barra de escala = 5

um.

Com a MET é possivel estudar com mais detalhes as fibras mielinicas e sem mielina
(PERIER, O.; GREGOIRE, A., 1965), 0 que é importante para investigar como a desmielinizacio
afeta a estrutura da mielina, causando as diferentes manifestacdes neuroldgicas em doencas

desmielinizantes como a EM. Dessa forma, ap0s a realizacéo dos cortes semifinos seguimos com

71



os cortes ultrafinos no mesmo material e inicialmente optamos por contar o nimero de fibras
mielinicas e sem mielina. Comegamos analisando a distribuicéo das fibras nervosas, contando
manualmente as fibras mielinicas e sem mielina nas areas analisadas do corpo caloso e vimos que
ndo houve diferenca significativa no nimero total de fibras em relacéo a unidade de area analisada
(Figura 13, grafico E). Concluimos assim que a distribui¢do das fibras se mostrou de forma

significativamente homogénea.

Logo apds, quantificamos o numero de fibras mielinicas em relacdo a unidade de area
analisada e observamos uma reducéo significativa dessas fibras do grupo CPZ, pranlucaste e
fingolimode em relag&o ao grupo controle. Entretanto, o tratamento com fingolimode permitiu,
significativamente, a preservacdo parcial das fibras mielinicas, o que ndo foi observado em

relacdo ao tratamento com pranlucaste (Figura 13, grafico F).

Esses resultados por meio da ultraestrutura mostram que a intoxicagdo com CPZ gera a
desmielinizacdo por meio da reducdo no namero de fibras mielinicas e que o tratamento com
fingolimode foi capaz de proteger parcialmente contra a perda dessas fibras, diferente do que foi

visto no tratamento com pranlucaste.
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Figura 13. Cortes ultrafinos parassagitais do corpo caloso de cada grupo, mostrando as fibras mielinicas e sem mielina
(amielinicas e desmielinizadas) em cortes transversais. Barra de escala = 1 um.

Gréfico E. Quantificacdo da distribuicdo do nimero de fibras totais (mielinicas e sem mielina) na area analisada dos
grupos em relagdo ao controle (normalizado para 1). Observe que ndo ha diferenca significativa na distribuicdo do
ntmero de fibras totais em relacdo a unidade de area analisada entre os grupos. O gréafico representa a média dos
experimentos e +/- o erro padrao da média (N = 3 para cada grupo). Teste t de uma amostra (em relagéo ao controle
normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pds-teste de Tukey.

Gréfico F. Quantificacdo do nimero de fibras mielinicas em relacdo a unidade de area analisada dos grupos em

relagdo ao controle (normalizado para 1). Observe que o nimero de fibras mielinicas é significativamente menor nos
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trés grupos experimentais em relacdo ao controle e que ha uma recuperacado parcial do nimero de fibras mielinicas
no grupo tratado com fingolimode. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média (N
= 3 para cada grupo). “p < 0,05 (Teste t de uma amostra em relagéo ao controle normalizado para 1) e *p < 0,05 (Teste
One-Way Anova com pos-teste de Tukey).

4.4 Dieta com 0,2% de CPZ levou a um aumento no nimero de anormalidades de mielina

no corpo caloso

A bainha de mielina € caracterizada por uma estrutura multilamelar ao redor dos axénios,
formada por OLs que envolvem e compactam multiplas camadas de membranas ao redor do
axdnio. Entre o axdnio e a camada mais interna de mielina encontra-se a lingua interna, onde
ocorre a incorpora¢ao da membrana de mielina e o espaco periaxonal extracelular, que juntamente
com os canais mielinicos € importante para o suporte metabolico axonal. Essas areas,
possivelmente criticas para a patologia da EM, s6 sao visiveis no nivel ultraestrutural (VAN DEN
BOSCH et al., 2023). Dessa forma, utilizamos os cortes ultrafinos para observar achados
morfoldgicos caracterizados como anormalidades de mielina, presentes durante a
desmielinizacdo. Dentre elas destacaram-se a desorganizacdo da mielina (Figura 14, B e C), a
presenca de vesiculas na lingua interna da mielina (Figura 14, B) e degeneracao da lingua interna
(porcdo distal do prolongamento do OL) (Figura 14, D), conforme ja descrito na literatura em
modelos de desmielinizagio (BLAKEMORE, 1973; JOHNSON; LUDWIN, 1981;
RODRIGUEZ et al., 1993) Essas anormalidades de mielina mostraram-se significativamente
aumentadas no grupo CPZ e ndo houve diferenca estatisticamente significativa no nimero de
fibras com anormalidade de mielina nos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode em

relacdo ao controle (Figura 14, gréafico E).
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Figura 14. Anélise de anormalidades de mielina. Cortes ultrafinos parassagitais do corpo caloso, mostrando as fibras
mielinicas normais no grupo controle (A), presenca de vaclolos na mielina indicados pelo asterisco (B),
desorganizacdo da mielina indicadas pelas cabecas de seta (B e C) e degeneracéo da lingua interna indicada pela seta
(D). Barra de escala =1 pm.

Gréfico E. Quantificagdo do nimero de anormalidades de mielina em relacéo ao total de fibras mielinicas dos grupos
CPZ, pranlucaste e fingolimode em relacdo ao controle (normalizado para 1). Observe que o nimero de
anormalidades de mielina € significativamente maior no grupo CPZ em relacdo ao grupo controle. Nao houve
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle quanto ao nimero de fibras com anormalidade de mielina
nos grupos tratados com pranlucaste e fingolimode. O gréafico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrao
da média (N = 3 para cada grupo). “p < 0,05 (Teste t de uma amostra em relacdo ao controle normalizado para 1).
Teste One-Way Anova com pds-teste de Tukey.

4.5 Dieta com 0,2% de CPZ diminuiu e o tratamento com fingolimode preservou o nimero
de fibras com a razdo-g na faixa ideal

75



A razdo entre o didmetro do axbnio e o didmetro da fibra, conhecida como razdo-g, é
amplamente empregada como um indicador funcional e estrutural para avaliar a mielinizagdo
axonal ideal. De acordo com dados da literatura, sabe-se que a razéo-g ideal para um axoénio
normalmente mielinizado se encontra na faixa 0.75 — 0.81 na regido do corpo caloso de ratos.
(CHOMIAK; HU, 2009). Em camundongos saudaveis, observou-se que a média da razdo-g das
fibras mielinicas no CC foi de 0,76 (XIU et al., 2017).

Apos a contagem do namero de fibras e das anormalidades de mielina, analisamos a
funcionalidade das fibras mielinicas por meio da razdo-g. Esta foi determinada por meio do
programa MyelTracer que possibilitou a exclusdo da area da lingua interna, permitindo uma

melhor precisdo do célculo.

A analise da razdo-g mostrou que houve uma reducéo significativa na porcentagem de
fibras mielinicas na faixa ideal, de 0.75 — 0.81, no grupo CPZ e no grupo pranlucaste em relagdo
ao grupo controle. J& o tratamento com fingolimode induziu a recuperagdo da porcentagem de

fibras mielinicas com razdo na faixa ideal (0.75 — 0.81).

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos na faixa 0.68 — 0.74 em que prevaleceu
amaior quantidade das fibras em relacéo ao total de fibras mielinicas analisadas. Nas outras faixas

analisadas também ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 15, grafico A).

Né&o houve diferenga significativa em relacdo a area do axénio e a &rea da fibra entre os
grupos (Figura 15, gréfico B e D). Entretanto, o grupo pranlucaste apresentou uma reducao
significativa da area de mielina em relacdo ao grupo controle (Figura 15, grafico C). A média da
razdo-g também ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos, variando de 0,68 a 0,72

(Figura 15, grafico D).
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Figura 15. Analise estatistica da razdo-g, area do axdnio, area da mielina e area das fibras.

Gréfico A. Quantificagdo da razéo-g. O grupo tratado com fingolimode apresentou uma maior porcentagem de fibras
mielinicas dentro da faixa 0.75 — 0.81, enquanto o contrario foi visto nos grupos CPZ e pranlucaste. O grafico

representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média (N = 3 para cada grupo). *p < 0.05; **p < 0.005

(Teste Two-Way Anova com pos-teste de Tukey).

Gréficos B, C e D. Quantificacdo da area do axonio (B), da mielina (C) e da fibra mielinica (D). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, exceto na analise da area de mielina que demonstrou uma reducéo significativa no grupo
pranlucaste em relagéo ao controle. Os graficos representam a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média

(N = 3 para cada grupo). p < 0.05 (Teste t de uma amostra em relacdo ao controle normalizado para 1). Teste One-
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Way Anova com pés-teste de Tukey.

Gréfico E. Quantificacdo da média da razdo-g em cada grupo experimental. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos. O grafico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrao da média (N = 3 para cada grupo).
Teste One-Way Anova com pdés-teste de Tukey.

4.6 Dieta com 0,2% de CPZ gerou déficits de sensibilidade tatil nos camundongos, enquanto
os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode protegeram parcialmente contra disttrbios

sensoriais

Como o pico da desmielinizacdo do corpo caloso ocorre na quinta semana de intoxicacao
por CPZ (MATSUSHIMA; MORELL, 2001), foi realizada a avaliacdo da presenca de déficit de
sensibilidade tatil nos camundongos nesse mesmo periodo por meio do analgesimetro digital.

Todos 0s grupos experimentais apresentaram aumento no limiar de retirada em
comparacgao ao grupo controle. Entretanto, o houve um aumento significativamente maior no
grupo CPZ em relagéo aos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode (Figura 16). Assim,
conclui-se que os animais significativamente desmielinizados apresentam déficit sensitivo,
enquanto o tratamento com pranlucaste ou fingolimode simultaneamente a dieta com CPZ

recupera parcialmente a sensibilidade tatil dos animais.
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Figura 16. Teste de Pressdo Crescente na Pata (Analgesimetro Digital). Grafico A mostrando a quantificacdo do Teste

Forga (g)
(% em relagdo ao controle)
Cad
1

de Pressdo Crescente na Pata em que h& uma perda significativa da sensibilidade no grupo CPZ e uma recuperacdo

parcial nos grupos tratados com pranlucaste ou fingolimode. O gréafico representa a média dos experimentos e +/- 0
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erro padrdo da média (Controle com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 7; Fingolimode com n = 8). #p <
0.005; ##p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relagéo ao controle normalizado para 1). *p < 0.05; ****p < 0.0001

(Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey).

4.7 A desmielinizacéo do corpo caloso prolongou a duracgéo da convulsdo em camundongos,
enquanto os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode protegeram contra a

hiperexcitabilidade cerebral

A quantificacdo das crises convulsivas foi realizada a partir de videos (gravados por 10
minutos) dos animais dos 4 grupos colocados em arenas de campo aberto ap6s a aplicagdo de
PTZ (50 mg/Kg). As convulsbes possuem fases estereotipadas que variaram de mais graves para
menos graves de acordo com a Escala de Racine modificada que consiste em comportamentos
especificos para cada fase: 1 - Aprisionamento de olhar; 2 - Espasmos orofaciais; 3 - Arranco de
pescoco; 4 - Convulséo clonica bilateral; 5 - Convulsdo clénica unilateral; 6 - Convulséo ténica
com manutenc&o postural; 7 - Convulséo ténica com perda postural; 8 - Convulséo tonica-clonica
generalizada (LUTTJOHANN, A. et al., 2009; ERUM J. V. et al., 2019). A partir disso foi
possivel observar que os animais do grupo CPZ permaneceram mais tempo em uma fase mais
severa (fase 6 — crise tdnica pura), enquanto os animais tratados com pranlucaste e fingolimode
obtiveram uma reversdo da duracdo de convulsao a niveis semelhantes ao do grupo controle. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos nas outras fases analisadas (Figura 17).
Devido a dificuldade de diferenciar a fase 1 do comportamento natural do animal, optamos

por ndo a quantificar. A fase 2 (movimento de focinho) ndo foi observada nos videos gravados e,

por isso, também néo foi quantificada.
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Fases da Escala De Racine modi da: A) Fase 1 - Aprisi do olhar; B) Fase 3 — Arranco de pescoco;
C) Fase 4 — Convulsdo clonica unilateral; D) Fase 5 — Convulsdo cldnica bilateral; E) Fase 6 — Convulséo tnica
com manutengéo postural; F) Fase 7 ~ Convulso ténica com perda postural; G) Fase 8 - Convulso tonica-
clénica generalizada/salto selvagem.
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Figura 17. Quantificacdo das crises convulsivas analisadas pela Escala de Racine modificada. Imagens
representativas das fases da Escala de Racine modificada. O grafico representa a quantificagdo das crises convulsivas
analisadas pela Escala de Racine modificada quanto ao tempo de duracdo em cada fase. Observa-se que os animais
do grupo CPZ permanecem mais tempo na fase 6, enquanto os animais tratados com pranlucaste e fingolimode
permaneceram por tempo semelhante ao do grupo controle. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0
erro padrdo da média (N = 8 para cada grupo). *p < 0.05; ****p < 0.0001 (Teste Two-Way Anova com pds-teste de

Bonferroni).

4.8 Dieta com 0,2% de CPZ levou a uma desorganizacao da citoarquitetura do corpo caloso

Para anélise comparativa da morfologia tecidual entre os grupos, com foco nas alteraces
oligodendrogliais, foi utilizada coloracdo de HE nos encéfalos. Observamos, no CC, a presenca
de abundantes e organizados corddes celulares caracteristicos de glia interfascicular no grupo
controle (Figura 18, A) e uma desorganizacao desses no grupo CPZ (Figura 18, B). Entretanto, a
analise qualitativa sugere que esses cord@es celulares se tornam ligeiramente organizados nos
grupos tratados com fingolimode (Figura 18, D) e com pranlucaste (Figura 18, C). Além disso, é
possivel visualizar, no CC, células com reducdo acentuada do volume celular e picnose nuclear,
sugerindo apoptose, nos animais submetidos a dieta com CPZ (grupos CPZ, pranlucaste e
fingolimode) que também foram observadas em outros trabalhos ja publicados (KIPP et al., 2011;
CHRZANOWSKI et al., 2019; ZHAN et al., 2020).

Visto que os OLs interfasciculares sdo células abundantes no CC e que eles se organizam
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em cadeias celulares caracteristicas (LEVY-MOZZICONACCI et al., 1998), ap6s a analise
qualitativa, foi avaliado o numero de corddes celulares e o nimero de células organizadas em
corddes no CC dos animais. Foi visto que o numero de corddes celulares foi significativamente
inferior nos grupos CPZ, pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo controle (Figura 18,
grafico E). Além disso, o numero de células organizadas em cord@es celulares também foi
significativamente inferior nos grupos CPZ, pranlucaste e fingolimode em relagcdo ao grupo

controle (Figura 18, grafico F).
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Figura 18. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso coradas com HE (A, B, C e D) mostrando a
presenga de corddes celulares (setas), claramente mais abundantes e organizados no grupo controle, além de uma
robusta desorganizagdo no grupo cuprizona. Barra de escala = 20 pm.

Gréfico E. Quantificacdo do nimero de cord@es celulares. Observa-se reducéo significativa do nimero de corddes
celulares em todos 0s grupos experimentais em comparagdo ao grupo controle (normalizado para 1). O grafico
representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média (Controle com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste
com n = 8; Fingolimode com n = 4). #p < 0.005; ##p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relagdo ao controle
normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pés-teste de Tukey.

Graéfico F. Quantificacdo do nimero de células organizadas em corddes celulares. Observa-se reducéo significativa
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do nimero de células organizadas em corddes celulares em todos 0s grupos experimentais em comparagdo ao grupo
controle (normalizado para 1). O gréfico representa a média dos experimentos e +/- o erro padrdo da média (Controle
com n = 8; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). #p < 0.005; *#p < 0.0005; ##p < 0.0001

(Teste t de uma amostra em relacéo ao controle normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey.

4.9 Dieta com 0,2% de CPZ diminuiu o numero de oligodendrdcitos, enquanto o tratamento
com pranlucaste ou fingolimode ndo protegeram contra a perda dessas células no corpo

caloso

Ap0s a analise da organizacdo da citoarquitetura nos grupos experimentais por meio da
coloracdo de HE, realizamos uma analise celular mais especifica por meio de

imunofluorescéncia contra OLs maduros.

Os resultados da imunofluorescéncia anti-CC1 no CC mostraram que a intoxicagao com
CPZ levou a morte de OLs maduros, culminando com menor porcentagem de células CC1
positivas em relacdo ao grupo controle. Porém, o tratamento com pranlucaste ou fingolimode
ndo aumentou o numero células CC1 positivas em relacdo ao grupo CPZ (Figura 19, grafico Q).
Isso indica que os dois farmacos utilizados ndo protegeram contra a perda de OLs no CC durante

as cinco semanas de tratamento.
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Figura 19. Imunofluorescéncia anti-CC1. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A — O) quanto a
porcentagem de corpos celulares de OLs (vermelho). Imagens ampliadas das células CC1 positivas marcadas em
vermelho (D, H, L e P). Barra de escala = 10 um.

Grafico Q. Andlise estatistica da porcentagem de corpos celulares de OLs no corpo caloso dos grupos CPZ,
pranlucaste e fingolimode em relacéo ao grupo controle. Observa-se redugdo significativa do nimero de células CC1
positivas em todos 0s grupos experimentais em comparacdo ao grupo controle (normalizado para 1). O gréfico
representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média (Controle com n = 6; CPZ com n = 8; Pranlucaste
com n = 8; Fingolimode com n = 4). #p < 0.005; *#p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relagdo ao controle

normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey.

4.10 Dieta com 0,2% de CPZ aumentou o0 nimero de progenitores de oligodendrdcitos no

corpo caloso, 0 que ndo ocorreu apos tratamento com pranlucaste ou fingolimode

Sabe-se que as OPCs sdo importantes para o processo de remienilizacdo ja que se
diferenciam em OLs maduros ap6s migrarem em direcdo ao local da lesdo (MOYON et al., 2015;
FRANKLIN e FFRENCH-CONSTANT, 2017). Elas sdo caracterizadas por altos niveis de
expressdo de marcadores especificos, como o marcador NG2, que é o motivo pelo qual também
sdo chamadas de células NG2 positivas (PEREZ-CERDA, F.; SANCHEZ-GOMEZ, M. V.;
MATUTE, C., 2015).



Dessa forma, foi realizada imunofluorescéncia anti-NG2 com intuito de analisar a
densidade dessa populagdo celular nos grupos experimentais. O grupo CPZ apresentou um
aumento significativo na intensidade de marcacdo para NG2 em relagdo ao grupo controle,
enquanto os grupos pranlucaste e fingolimode apresentaram reducao significativa na intensidade

de marcacdo para NG2 em relagdo ao grupo CPZ (Figura 20, gréfico Q).
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Figura 20. Imunofluorescéncia anti-NG2. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A — O) quanto
a intensidade de marcagdo para NG2 (vermelho). Imagens ampliadas da marcagdo para NG2 em vermelho (D, H, L
e P). Barra de escala = 10 pum.

Grafico Q. Analise estatistica da porcentagem de intensidade de marcagdo para OPC’s no corpo caloso dos grupos
CPZ, pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo controle. Observa-se aumento significativo da intensidade de
marcagdo no grupo CPZ em comparacgdo ao grupo controle (normalizado para 1) e uma reducéo significativa nos
grupos pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo CPZ. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0
erro padrdo da média (Controle com n = 6; CPZ com n = 8; Pranlucaste com n = 8; Fingolimode com n = 4). ##p <
0.005 (Teste t de uma amostra em relacéo ao controle normalizado para 1). *p < 0.05; **p < 0.01 (Teste One-Way

Anova com pos-teste de Tukey).

4.11 O tratamento com pranlucaste ou fingolimode diminuiu a concentracdo de ions de

potassio extracelular em ensaio de cultura organotipica

Com intuito de melhor elucidar a relacdo da hiperexcitabilidade cerebral com aumentos
patoldgicos de potassio no meio extracelular, realizamos a analise desse ion por meio de cultura

organotipica. Primeiramente mostramos que a adi¢do de PTZ (30 mM) no meio de cultura levou

84



a um aumento significativo na concentragdo (mEqg/L) de ions potassio no meio extracelular dos
grupos controle e CPZ (Figura 21, A, B e C).

Ap0s verificar que a adicdo de PTZ no meio de cultura em contato com o tecido cerebral
é capaz de alterar significativamente a concentragdo de potéssio, analisamos a concentragéo de
potéssio para os diferentes grupos experimentais. Os grupos tratados com pranlucaste e
fingolimode foram capazes de reduzirem significativamente a concentracao de ions potassio em

relacdo ao grupo controle. N&o houve diferenca significativa entre os grupos CPZ e controle
(Figura 21, D).
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Figura 21. Dosagem de ions potassio por meio de cultura organotipica. Inicialmente verificou-se que a adi¢éo de

PTZ (30 mM) no meio de cultura foi capaz de levar a um aumento significativo na concentragdo (mEg/L) de ions
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potassio no meio extracelular dos grupos controle e CPZ (Imagem A)

Graficos B e C. Analise estatistica da variacdo do potassio no meio de cultura ap6s adicdo de PTZ no grupo controle
e CPZ. Observa-se aumento significativo da concentragdo de potassio ap6s a adicdo de PTZ em relagdo ao meio de
cultura normal (sem PTZ) nos grupos controle e CPZ. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro
padréo da média. (Controle com n = 6; CPZ com n = 6). ***p < 0.0005 (Paired t test).

Grafico D. Andlise estatistica da variacdo do potassio, apds adicdo de PTZ (30 mM), no meio de cultura de todos os
grupos experimentais. Observa-se reducdo significativa da concentracdo de ions potéssio nos grupos pranlucaste e
fingolimode em comparacéo ao grupo controle (normalizado para 1). O grafico representa a média dos experimentos
e +/- o erro padrédo da média (Controle com n = 10; CPZ com n = 9; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6).
#Htp < 0.0001; ns = diferenga ndo significativa (Teste t de uma amostra em relagdo ao controle normalizado para

1). Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey.

4.12 Dieta com 0,2% de CPZ levou a reducdo de canais Navl.6 e o tratamento com

fingolimode protegeu contra essa reducdo ao contrario do tratamento com pranlucaste

Sabe-se que os nodos de Ranvier possuem abundancia de canais de sodio dependentes de
voltagem Nav1.6 que sdo cruciais para a propagacao do PA, ja que sua abertura gera uma corrente
idnica de Na" que leva a despolarizacéo celular (KANDEL, 2013). Como a diminui¢do do nimero
de canais de s6dio pode causar falhas na propagacdo do impulso nervoso (ARANCIBIA-
CARCAMO; ATTWELL, 2014), esse trabalho investigou a quantidade de Nav1.6 no corpo
caloso dos grupos experimentais com intuito de correlacionar esse dado quantitativo com a

probabilidade de hiperexcitabilidade cerebral.

Dessa forma, foi realizada imunofluorescéncia anti-Nav1.6 com intuito de analisar a
guantidade de punctas e a area marcada de canais de sodio dependentes de voltagem do tipo 1.6
nos grupos experimentais. Os grupos CPZ e pranlucaste apresentaram uma diminuicéo
significativa na quantidade de puncta em comparacéo ao grupo controle (normalizado para 1). O
grupo fingolimode apresentou uma preservacdo de punctas Navl.6 em comparagdo ao grupo
controle (normalizado para 1). Com relagdo & &rea marcada, ndo houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22. Imunofluorescéncia anti-Nav1.6. Imagens comparativas de fatias coronais do corpo caloso (A — D) quanto
a quantidade de puncta marcado para Nav1.6 (vermelho). Barra de escala = 10 um.

Grafico E. Analise estatistica da porcentagem de puncta para Nav1.6 no corpo caloso dos grupos cuprizona,
pranlucaste e fingolimode em relacdo ao grupo controle. Observa-se diminuicgéo significativa na quantidade de puncta
nos grupos cuprizona e pranlucaste, além de preservacdo da marcagao no grupo fingolimode em comparagéo ao grupo
controle (normalizado para 1). O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrao da média (Controle
com n = 6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6). #p < 0.01; #p < 0.05 (Teste t de
uma amostra em rela¢do ao controle normalizado para 1). Teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey.
Grafico F. Analise estatistica da porcentagem da area marcada para Nav1.6 no corpo caloso dos grupos cuprizona,
pranlucaste e fingolimode em relagdo ao grupo controle (normalizado para 1). Observa-se auséncia de diferenca
significativa entre os grupos. O grafico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média (Controle
com n = 6; Cuprizona com n = 6; Pranlucaste com n = 6; Fingolimode com n = 6). Teste Kruskal-Wallis com pés-

teste de Dunn.
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4.13 Dieta com 0,2% de CPZ e o tratamento com pranlucaste diminuiu o peso dos bagos

Sabe-se que a intoxicacdo com CPZ pode levar a uma atrofia de drgdos imunes
periféricos, como o bago, podendo influenciar na atividade das células T (COORSSEN et al.,
2020). Além disso, sabe-se que o fingolimode previne que células T saiam de dérgdos linfoides
e migrem ao SNC (KIPP et al., 2012; ALME et al., 2015). Diante desses dados, analisamos o
baco do grupo controle, CPZ, pranlucaste e fingolimode para melhor entender e comparar 0s

mecanismos de acdo dos tratamentos utilizados.

Vimos que os animais intoxicados com CPZ e tratados com pranlucaste apresentaram
bagos com um menor peso em gramas quando comparado com o grupo controle. O tratamento
com fingolimode nao resultou em diferencas estatisticas no peso em relagdo ao grupo controle
(Figura 23, E). Além disso, quanto ao nimero de nddulos linfaticos e a razéo polpa branca /

area total ndo vimos diferenca significativa entre os grupos (Figura 23, F e G).
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Figura 23. Anélise dos bacos. Cortes coronais de bagos emblocados em parafina dos grupos experimentais (A, B,
C e D), com nddulos linféaticos indicados pelas setas. Coloragdo HE. Barra de escala = 100 pm.

Gréfico E. Analise estatistica dos pesos dos bagos dos grupos experimentais. Os grupos CPZ e pranlucaste
apresentaram reducdo significativa do peso em relagdo ao grupo controle (normalizado para 1). O gréfico
representa a média dos experimentos e +/- o erro padrdo da média (Controle com n = 11; CPZ com n = 11;

Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6). ##p < 0.0001 (Teste t de uma amostra em relagdo ao controle
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normalizado para 1). Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey.

Grafico F. Andlise estatistica do nimero de nddulos linfaticos nos bagos dos grupos experimentais. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. O gréfico representa a média dos experimentos e +/- 0 erro padrdo da média
(Controle com n = 4; CPZ com n = 4; Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6). Teste t de uma amostra
em relagdo ao controle normalizado para 1. Teste One-Way Anova com pos-teste de Tukey.

Grafico G. Andlise estatistica da relagdo polpa branca/area total nos bacos dos grupos experimentais.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos. O grafico representa a média dos experimentos e +/- o erro
padrdo da média (Controle com n = 4; CPZ com n = 4; Pranlucaste com n = 4; Fingolimode com n = 6). Teste t

de uma amostra em relacéo ao controle normalizado para 1. Teste One-Way Anova com pés-teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

5.1 Os tratamentos com pranlucaste e fingolimode mostraram efeitos protetores contra a

desmielinizacdo induzida por cuprizona, permitindo a recuperacgédo do peso dos animais

O modelo experimental de desmielinizacdo com a CPZ ¢ util para estudar a
patofisiologia da desmielinizacdo e os mecanismos de remielinizacdo no SNC. Ele permite a
avaliacdo de manipulagdes farmacoldgicas que podem acelerar ou inibir esses processos, com
relevancia potencial para tratamentos clinicos futuros (MATSUSHIMA; MORELL, 2001).

No presente trabalho foi investigado os efeitos da desmielinizacdo em um modelo
animal de EM em que os animais foram submetidos a dieta com 0,2% de CPZ. Durante as cinco
semanas de intoxicacdo com CPZ, foi realizada uma andlise da variacdo ponderal com intuito
de acompanhar o ganho de peso dos animais ao longo do tratamento, além de permitir o calculo
das doses dos farmacos pranlucaste e fingolimode aplicados diariamente. Sabe-se pela literatura
que o tratamento com CPZ induz a um ganho de peso mais lento em relagéo ao grupo controle
(SEN et al., 2020), o que também foi visto em nossos animais, chegando a atingir pesos
significativamente menores em relacdo ao controle no final do tratamento (352 semana). Isso
pode ser justificado pela desmielinizacdo que pode ocorrer em diversas partes do sistema
nervoso central (SEN et al., 2020a), incluindo o nucleo cerebelar medial que tem conexdes
diretas com os centros de saciedade hipotalamicos (LI et al., 2017). Foi visto que tanto o nucleo
cerebelar medial quanto os centros de saciedade hipotalamicos mostraram desmielinizacdo com
a intoxicacdo por CPZ (SEN et al., 2020).

O presente estudo avaliou também como o tratamento com pranlucaste ou fingolimode
interferiu no ganho de peso dos animais e concluiu-se que houve uma reducdo significativa do
peso, em gramas, em relagcéo ao grupo controle na segunda semana de tratamento. Entretanto,
ao final do tratamento esses dois grupos tiveram uma recuperacéo significativa do peso, ficando

este semelhante ao do grupo controle.

Os antagonistas do GPR17, como os antileucotrienos (pranlucaste e montelucaste) e o
cangrelor - agente antiagregante plaquetario de curta acdo, estdo atualmente em uso clinico e
este Ultimo foi testado quanto ao seu efeito anorexigeno. Viu-se que o antagonismo do GPR17

pela injecdo intracerebroventricular de cangrelor levou a redugdo da ingestdo de alimentos
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(VAN DEN BOSCH et al., 2023b). O tratamento dos nossos animais com um antagonista do
GPR17, pranlucaste, gerou uma reducdo de peso significativa na 2% semana de tratamento,
podendo indicar uma diminuicdo de apetite no inicio do tratamento. Entretanto ha recuperagédo
significativa do peso ao final do tratamento, diferente do que ocorreu com 0 grupo
desmielinizado, sugerindo que o pranlucaste possui um efeito protetor contra a intoxicagdo com
CPZ.

Uma das reagdes adversas possiveis com o uso do fingolimode é a reducdo do peso
(BLUMENFELD KAN et al., 2019; GILENYA, 2024), o que foi visto nos nossos animais na
2% semana de tratamento com fingolimode. Nos pacientes tratados com fingolimode, as
concentracdes sanguineas desse farmaco atingem seu estado de equilibrio de 1 a 2 meses da
administracdo de uma vez ao dia (GILENYA, 2024). No final da quinta semana de tratamento
com fingolimode, nossos animais mostraram recuperacao significativa do peso, sugerindo que

o fingolimode também possui um efeito protetor contra a intoxicagdo com CPZ.

5.2 O tratamento com fingolimode demonstrou ser mais eficiente na preservacédo da

estrutura da mielina em comparacéo com o pranlucaste

O CC é uma estrutura importante na transferéncia e integracdo de informacdes entre os
dois hemisférios cerebrais, sendo relacionado também a generalizacdo de crises convulsivas
inicialmente focais (UNTERBERGER et al., 2016). Ele é uma estrutura amplamente estudada
nos modelos de EM, ja que o CC é uma regido altamente mielinizada no SNC e por sua
desmielinizacdo ser rapidamente induzida com a dieta com CPZ (HIBBITS et al. 2009).
Acredita-se que o CC tende a sofrer desmielinizacdo na EM por causa de sua proximidade com
0s tetos dos ventriculos laterais e com pequenos vasos penetrantes (KAZI et al., 2013). Assim,

a regido enceféalica escolhida para estudo neste trabalho foi o CC.

Estudos da nossa equipe mostraram que apos cinco semanas de intoxicac¢éo por CPZ, o
CC é quase completamente desmielinizado (ARAUJO et al., 2017). N6s reproduzimos esse
modelo de desmielinizacdo observando, na quinta semana de dieta com CPZ, uma reducéo da
densidade de lipidios presentes no CC por meio da colora¢do com Sudan Black e Fluoromielina.

Para analise do outro componente constituinte da mielina, foi realizada imuno-

histoquimica contra MBP e confirmada uma reducéo significativa na densidade de mielina na
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regido do CC. Apesar da resposta de intoxicacdo ter sido igual na redugdo de ambos o0s
componentes constituintes da mielina, os tratamentos com pranlucaste ou fingolimode néo
responderam igualmente. O pranlucaste foi capaz de proteger contra a perda de MBP,
diferentemente do que foi observado na perda de lipidios, em que ndo houve melhora na
densidade desse componente. Ja o tratamento com fingolimode permitiu uma preservacéo tanto

dos lipidios, quanto da densidade de MBP presentes no CC.

Como a MBP interage com os componentes lipidicos para que ocorra a compactacao
fisiologica da mielina (TRAGER et al., 2020) e a desintegracdo da mielina pode ser explicada
pelo comprometimento da ligagdo da MBP com a membrana com o surgimento de alteracdes
no ambiente lipidico (MARIE-THERES WEIL, 2016), a conservacao dos lipidios constituintes
da mielina pelo fingolimode indica que este tratamento pode ter um efeito mais eficiente quanto

a preservacao da estrutura da mielina em comparagdo com o pranlucaste.

5.3 A intoxicacdo com CPZ 0,2% gerou uma diminuicdo no nimero de OLs e de fibras
mielinicas, além de um aumento no numero de anormalidades de mielina e na

hiperexcitabilidade

A intoxicacdo com CPZ leva a inibicdo de enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial
de OLs, culminando em um estresse oxidativo que gera a apoptose dessas células (WANG et
al., 2013; KIPP et al., 2016). A presente tese mostrou que a intoxicacdo com CPZ 0,2% levou
a uma reducdo do nimero de OLs maduros em camundongos suicos, o que é consistente com

0 mecanismo de acdo desse toxico.

Com a reducdo de OLs espera-se uma reducdo da mielina que é essencial para a
conducéo eficiente dos impulsos nervosos, de forma que sua perda pode resultar em distarbios
de conducéo, podendo levar a uma maior excitabilidade neuronal e aumento da propenséo a
crises convulsivas (YAMAZAKI, 2019). Como a desmielinizagdo no modelo de EM por
intoxicacdo com CPZ é caracterizada pela critica perda de mielina na quinta semana
(MATSUSHIMA; MORELL, 2001), este trabalho realizou a contagem do nimero de fibras
mielinicas no CC dos animais para confirmacédo desse dado por meio de analise da ultraestrutura

que permite a visualizacdo clara das fibras mielinicas.

Inicialmente foi analisada a distribuicdo das fibras no CC e nao foi encontrada nenhuma
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diferenga significativa no nimero total de fibra por unidade de é&rea, indicando uma distribuicéo
estatisticamente homogénea das fibras em todos os grupos experimentais. Isso permite a

diminuicdo de viés de distribui¢do desigual nas areas avaliadas do corpo caloso neste estudo.

Viu-se que a intoxicacdo com CPZ levou a uma redugdo significativa no nimero de
fibras mielinicas por unidade de area analisada, além de um aumento de anormalidades de
mielina. Isso pode gerar distirbios na excitabilidade cerebral ja que pode impactar no equilibrio
de funcionamento das fibras excitatorias e inibitorias. Zoupi e colaboradores (2021) mostraram
que componentes inibitorios sdo mais suscetiveis a neurodegeneracdo. Pacientes com EM
progressiva secundaria, apresentaram uma significativa perda axonal, reducdo das sinapses
inibitdrias e a reducdo seletiva de interneurdnios que expressam parvalbumina e somatostatina,
cujos axonios sdo tipicamente mielinizados (MICHEVA et al., 2016; STEDEHOUDER et al.,
2017). Além disso, em modelo experimental de desmielinizacdo focal com LPC (do inglés
Lysophosphatidylcholine) houve reducéo de sinapses inibitdrias sem alteragbes de sinapses
excitatorias, indicando que lesdes desmielinizantes podem causar uma neurodegeneracdo
anatdmica seletiva de componentes inibitorios (ZOUPI et al., 2021). Isso é condizente com as
diferencas morfoldgicas entre as fibras mielinicas inibitérias e excitatorias. Sabe-se que a
mielina dos neurdnios inibitorios é mais espessa do que a dos neurdnios excitatorios, devido as
suas lamelas mais espessas. Entretanto, os neur6nios inibitérios possuem um menor nimero de
lamelas (BASU et al., 2023), de forma que quando ocorre a desmielinizacdo, a cada lamela
perdida do neurénio inibitério ha uma reducdo mais acentuada da espessura de mielina em

relacdo aos neurdnios excitatorios.

Em experimentos com macacos adultos, viu-se que a grande maioria dos ax6nios no
corpo caloso sdo mielinizados, podendo corresponder em torno de 75% do namero total. Do
total de ax6nios mielinizados, cerca de 5% correspondem a projecdes axonais inibitorias e o
restante (~95%) a excitatorias (BASU et al., 2023). Como o0s axdnios mielinicos inibitorios
correspondem a minoria das fibras, durante o processo de desmieliniza¢do haveria uma redugéo

consideravel no numero de fibras inibitorias em relag&o as fibras excitatorias mielinicas.

No presente estudo houve um aumento da excitabilidade cerebral com a
desmielinizagdo, evidenciada pela maior duracgdo do grupo CPZ em uma das fases mais graves
da escala de Racine modificada, fase 6, o que sugere ser um reflexo da desmielinizagédo

proporcional e seletiva das poucas fibras inibitorias em relacéo as abundantes fibras excitatérias
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presentes no CC.

Além do disturbio de excitabilidade gerado pela reducéo do numero de fibras mielinicas,
a mielina danificada esta diretamente relacionada a falhas na conduc¢do do impulso e na geragéo
do PA (FRANSSEN, 2019). Durante o processo de degenerac¢do da mielina no modelo de CPZ,
inicialmente observa-se o alargamento do espago adaxonal da bainha de mielina seguido pela
vesiculacao da lingua interna que progride até que todas as camadas previamente compactadas
sejam afetadas e a mielina seja completamente fragmentada (MARIE-THERES WEIL, 2016).
Com o aumento do espaco adaxonal que foi mostrado ocorrer devido a degeneracao retrograda
("distal/dying back oligodendrogliopathy™), caracterizada pelo acometimento dos
prolongamentos mais distais (periaxonais) dos OLs (ITOYAMA et al., 1980; ABOUL-ENEIN
et al., 2003), ocorre um aumento de area entre 0 axdnio e a mielina. Como a degeneracéo da
mielina inicia-se das lamelas mais internas, evoluindo com a fragmentacao completa da mielina,
0 aumento inicial do espago adaxonal pode contribuir para o vazamento e a dispersao das
correntes idnicas e capacitivas, nas regifes paranodais, justaparanodais ou mesmo internodais
(FRANSSEN, 2019), o que esta diretamente relacionado com a distribuicdo de canais i6bnicos
ao longo das fibras mielinicas (WAXMAN; RITCHIE, 1993). Essas alteracfes nas correntes
interferem no campo elétrico e, consequentemente, na conducdo do PA ao longo da fibra
(FRANSSEN, 2019), o que justificaria a relagdo das alteragdes de excitabilidade encontradas

nesse trabalho com as alteracdes de lingua interna.

Além disso, outro tipo de anormalidade de mielina no modelo de CPZ caracteriza-se
pelas separacfes das lamelas de mielina (WEIL, 2016) que no presente trabalho foram
evidenciadas pelo aumento do espaco entre as lamelas e pela presenca de grandes figuras de
mielina desorganizada no corpo caloso. Essas anormalidades também podem influenciar no
circuito elétrico neuronal ja que a presenca da mielina compacta e aderida ao axénio de forma
saudavel é crucial para a interagdo adequada das cargas elétricas do meio intracelular com as

do meio extracelular durante o dinamismo da despolarizacéo e da repolariza¢do do axonio.

Dessa forma, o aumento da excitabilidade cerebral no modelo animal de
desmielinizagdo com CPZ se relacionou a reducao do nimero de fibras mielinicas e ao aumento
de anormalidades de mielina no CC. Isso sugere, com base em dados da literatura, que esta
associacao se da devido a uma menor abundéncia de fibras mielinicas inibitorias em relacdo as

fibras mielinicas excitatérias no CC, podendo culminar com disturbios no equilibrio
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inibicdo/excitagdo, além de indicar possiveis alteracbes no circuito elétrico e na
geragdo/conducdo do PA com base nos dados sobre transmissdo do impulso elétrico que

depende de uma mielina integra e adequadamente aderida ao axonio.

5.4 O tratamento com fingolimode protegeu parcialmente contra a perda de fibras
mielinicas, além de ter impedido o aumento de anormalidades de mielina e a

hiperexcitabilidade cerebral

Tém sido sugeridos multiplos modos de acdo do fingolimode em nivel celular,
principalmente devido ao fato de que o receptor S1P € expresso por Varios tipos celulares do
SNC, dentre eles microglia, neurénios, ASs, células endoteliais e OLs (BORDET et al., 2020).
Geralmente, a ligacdo da S1P3 e S1P5 aos seus respectivos receptores leva a ativacdo via
proteina G12/13, culminando em retracdo da membrana de OLs via RhoA GTPase, enquanto a
ligacdo S1P1 ao seu receptor leva a ativacdo via proteina Gi/o associada a ativacdo da GTPase
Racl e Ras e subsequente sobrevivéncia e extensdo da membrana de OLs. Estudo mostrando a
interferéncia de diferentes doses de fingolimode aplicadas em cultura de OLs evidenciou que
respostas dose-dependentes podem refletir diferentes afinidades pelos receptores S1P. Doses
mais baixas de fingolimode fosforilado podem ser mais propensas a se ligar a receptores S1P1
de maior afinidade para induzir a extensdo dos prolongamentos de OLs, enquanto que
receptores S1P3/S1P5 de menor afinidade, necessitam de doses mais altas para serem ativados
e desencadearem a retracdo dos prolongamentos de OLs (MIRON et al., 2008). Logo, a terapia

com fingolimode pode afetar eventos celulares implicados na manutenc¢do da mielina.

Diferente do trabalho citado anteriormente, os experimentos do presente estudo
ocorreram in vivo, sendo dificil a comparacdo das doses de fingolimode utilizadas in vitro na
busca de uma equivaléncia. No entanto, o tratamento dos animais na dose de 1 mg/kg néo levou
ao aumento no numero de OLs maduros, ou seja, ndo foi capaz de interferir na apoptose dessas
células induzida pela CPZ, mas foi possivel observar um aumento da mielina e do nimero de
fibras mielinicas, permitindo inferir que o fingolimode possa ser capaz de estimular maior
mielinizag&o a partir de OLs pré-existentes a lesdo, provavelmente por meio da extenséo de
seus prolongamentos, o que gera um efeito protetor contra a hiperexcitabilidade cerebral

diretamente associado a mielina em um modelo animal de EM.

A remielinizacdo esta diretamente associada a diferenciagdo das OPCs em OLs com
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fendtipo mielinizante. No entanto, a modulacdo da mielina também pode ser assumida pelos
OLs sobreviventes as lesbes (YEUNG, M. S., et al., 2014; DUNCAN, I. D., et al., 2018;
BACMEISTER, C. M., et al., 2020). Yeung e colaboradores (2019), avaliaram a dindmica de
geracdo de OLs em pacientes com EM medindo a integracdo de carbono 14 no DNA gendmico
derivado do teste de bomba nuclear. A geracdo de novos OLs aumentou Véarias vezes na
substancia branca de aparéncia normal em um subgrupo de individuos com doenga muito
agressiva, porém isso nao ocorreu na maioria dos individuos com EM, demonstrando um
potencial inerente de aumentar substancialmente a geracdo de OLs, mas que falha na maioria
dos pacientes. Observou-se ainda que OLs em “Shadow plaques” — lesdes focais em pacientes
com EM nas quais houve uma diminuicdo da inflamagdo e em que h&a menor densidade de
mielina do que a substancia branca aparentemente normal, podendo representar &reas
remielinizadas - eram antigos em pacientes com EM. A auséncia de novos OLS nas “Shadow
plaques” sugere que a remielinizacdo das lesdes ocorre transitoriamente ou ndo ocorre, ou que
a mielina é regenerada por OLs pré-existentes, e ndo pelos recém-gerados, na EM. (YEUNG,
M. S. Y., et al., 2019). Assim, o atual trabalho sugere que os OLs pré-existentes a lesdo nos
animais submetidos ao tratamento com fingolimode contribuiram para a protecdo contra a

desmielinizacéo.

Foi demonstrado que a intoxicacdo por CPZ quando interrompida precocemente
desencadeia uma cascata de eventos que leva a desmielinizacdo em duas a trés semanas sem a
necessidade de exposic¢do adicional do toxico, indicando que o insulto inicial a mielina causado
pela CPZ ndo é revertido (DOAN et al., 2013). Como a CPZ leva a apoptose dos OLs, a bainha
de mielina pode ser preservada por algum tempo antes da fragmentacdo (MARIE-THERES
WEIL, 2016). Assim, outra explicacdo para um maior numero de fibras mielinicas encontradas
nos animais tratados com fingolimode seria a capacidade desse farmaco de reverter o insulto
inicial aplicado aos OLs, impedindo o aumento estatisticamente significativo de formacao de

anormalidades e, consequentemente, a degeneracéo da mielina.

Experimentos mostraram que o fingolimode exerce efeitos antiepilépticos
modificadores de doenca com base em suas propriedades anti-neuroinflamatdrias (ex: reduz a
atividade de NF-kB ¢ a expressdo de TNF-o ¢ COX-2), potente neuroprotecdo, efeitos
antiglioticos, protecdo da mielina, reducdo da via de sinalizacdo mTOR e ativagdo da micréglia
e astrocitos (GAO et al., 2018; PAUDEL et al., 2020; HU et al., 2021). Gol e colaboradores

(2017) mostraram que o tratamento com fingolimode na mesma dose utilizada em nosso
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trabalho (1 mg/Kg) aumentou os niveis de mielina, reduziu a frequéncia de convulsdes e
descargas epileptiformes em modelo de convulsées induzidas por PTZ (GOL et al., 2017). Em
outro modelo experimental de epilepsia do lobo temporal com a utilizacdo de pilocarpina e
acido cainico viu-se que o fingolimode reduziu a severidade e frequéncia das convulsdes.
(PITSCH et al., 2019)

Apesar dessas evidéncias mostrarem um potencial uso do fingolimode como um
farmaco antiepiléptico, a atual tese mostrou pela primeira vez os efeitos do fingolimode quanto
a protecdo contra a hiperexcitabilidade em um modelo animal de EM com utilizacdo de CPZ,
podendo ampliar sua indicacdo de uso em pacientes com EM que desenvolverem convulsoes

com a progressdo da doenga.

Este trabalho evidenciou uma melhora da gravidade das convulses com o tratamento
com fingolimode por cinco semanas, quando observamos que houve uma reducao do tempo de
duracdo na fase 6, uma das fases mais graves da escala de Racine modificada, reafirmando a
atividade anticonvulsivante desse farmaco. Entretanto, nosso trabalho envolveu um modelo de
desmielinizacdo, diferente de Pitsch e colaboradores (2019) que utilizaram um modelo
puramente epiléptico, indicando que a reducdo da hiperexcitabilidade cerebral promovida pelo

fingolimode em nosso trabalho se relaciona com a preservacao da mielina.

Sabe-se que existem interacBes muito especificas entre OLs e neurbnios, sendo a
mielinizacdo direcionada de forma distinta entre os neurdnios inibitorios e exitatorios, apesar
de ainda néo ser claro o porqué de a mielinizacao ocorrer de forma diferente entre os tipos de
neurdnios (ZONOUZI et al., 2019). Estudos complementares serdo necessarios para esclarecer
se a melhora da excitabilidade com o fingolimode se deve a preservacdo de OLs que tem como
principal alvo axénios de neurdnios inibitorios, reforcando a justificativa da protecdo contra a
hiperexcitabilidade em um modelo de desmielinizacdo por CPZ, mostrada pela primeira vez

neste trabalho.

Dessa forma, o tratamento com fingolimode foi capaz de proteger de forma significativa
contra a perda das fibras mielinicas e contra 0 aumento estatisticamente significativo de
anormalidades de mielina, além de proteger contra a excitabilidade cerebral. 1sso sugere, com
base em dados da literatura, que o fingolimode induziu um aumento da mielinizagdo por meio

de OLs pre-existentes a lesdo ou retardou a fragmentacao da mielina. Com a preservacgédo desta
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h&, consequentemente, protecdo do circuito elétrico, garantindo a geracdo e transmissao do
impulso elétrico de forma eficiente. Investigacbes complementares sdo necessarias para maior
entendimento sobre 0 modo de acdo do fingolimode na preservacdo da estrutura da fibra
mielinica, garantindo, por exemplo, a estabilizacdo ou aumento da expressao de proteinas
importantes para a adesdo da mielina e de canais idnicos, assim como a protecdo contra a

hiperexcitabilidade.

5.5 O tratamento com pranlucaste ndo impediu a perda de fibras mielinicas, mas protegeu

contra o aumento de anormalidades de mielina e contra a hiperexcitabilidade cerebral

A inibicdo do GPR17 pelo pranlucaste pode levar ao aumento da sobrevivéncia de OLs
devido a reducdo de Xafl, supressor tumoral que leva varios tipos celulares a apoptose (OU et
al., 2016). Entretanto, essa inibi¢cdo néo foi suficiente para proteger os OLs da toxicidade da
CPZ, ja que o tratamento com pranlucaste nao foi capaz de gerar um aumento no nimero dessas
células, justificando uma quantidade de fibras mielinicas semelhante ao do grupo tratado com
CPZ.

A EM é uma doenca autoimune marcada pela perda de fibras mielinicas e caracterizada
por uma robusta neuroinflamagdo (COMPSTON et al., 2008; DI FILIPPO et al., 2015; YONG
et al.,, 2017), sendo que esta pode estar relacionada aos mecanismos de geracdo de
hiperexcitabilidade. A inflamacdo tem um papel crucial na fisiopatologia das convulsdes
(VEZZANI, 2005). Por exemplo, antagonistas do receptor da interleucina (IL)-1B levou a
reducéo das crises convulsivas em modelos experimentais (BALOSSO et al., 2008). A IL-1B
parece estar associada ao prolongamento de crises convulsivas pelo aumento da
neurotransmissao glutamatérgica (VEZZANI et al., 1999). Além disso, camundongos que
expressavam altos niveis de interleucina-6 (IL-6) apresentavam precipitacdo de convulsdes
(CAMPBELL etal., 1993). A superexpressdo de IL-6 levou a perda de neur6nios positivos para
parvalbumina, proteina abundante em interneurbnios inibitorios, no hipocampo podendo

representar um aumento de atividade excitatoria (CAMPBELL et al., 1993).

Diante da associagdo entre inflamagdo e convulsdes, estudos foram feitos com
antagonistas de receptores CysLT, como pranlucaste e montelucaste, mostrando que esses
farmacos foram capazes de diminuir as convuls6es induzidas por PTZ (LENZ et al., 2014),

entretanto, no presente trabalho a escolha do pranlucaste se deveu a sua superioridade de
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inibicdo do GPR17 quando comparado ao montelucaste (HENNEN et al., 2013). Um estudo
sobre terapia complementar com pranlucaste em pacientes com epilepsia parcialmente
intratavel mostrou uma reducdo da frequéncia das crises convulsivas, provalmente pelo seu
mecanismo anti-inflamatorio envolvendo a reducéo de citocinas pro-inflamatorias (como IL-
1B, IL-6 e TNFa) no liquor dos pacientes (TAKAHASHI et al, 2013). Ichiyama e
colaboradores (2003) mostraram que o pranlucaste, em doses micromolares, suprimiu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias via inibicdo da ativacdo do NF-kappa B em

monaocitos/macrofagos e células T.

Sabe-se que as fibras mielinicas sdo cruciais para a transmissdo do impulso elétrico
(FRANSSEN, 2019), entretanto no presente estudo ndo houve um aumento no nimero dessas
fibras nos animais tratados com pranlucaste, diferente do ocorrido nos tratados com
fingolimode. Entretanto, ambos os tratamentos foram capazes de proteger contra a
excitabilidade visto que estes animais permaneceram menos tempo na fase 6 da escala de
Racine modificada. 1sso sugere mecanismos distintos de protecao contra a hiperexcitabilidade
entre esses dois farmacos. Diante da forte correlacdo entre inflamacéo e convulsdes (VEZZANI,
2005), a redugdo da hiperexcitabilidade nos animais tratados com pranlucaste neste presente
estudo possivelmente se deve ao forte potencial desse farmaco em interferir na reducdo da
inflamacgdo. Entretanto, o foco deste trabalho ndo se deu nos mecanismos inflamatorios

subjacentes as condicdes analisadas.

Apesar da ndo preservagdo das fibras mielinicas no CC com o pranlucaste neste trabalho,
sabe-se que, na substancia aparentemente normal de pacientes com EM, essas fibras
apresentaram uma reducdo na densidade de mielina que sugere descompactacdo, interferindo
na funcionalidade que foi avaliada por meio da razdo-g (VAN DEN BOSCH et al., 2023a). Essa
reducdo da densidade de mielina apresentou correlagdo negativa com células inflamatorias
(microglia e linfocitos) de forma que quanto menor era a densidade de mielina maior era a
presenca de células inflamatérias (VAN DEN BOSCH et al., 2023a). Isso mostra uma
correlacdo da inflamagdo com a descompactacao da mielina, o que pode gerar interferéncias no
campo elétrico e na conducdo do PA ao longo da fibra. Como o tratamento com pranlucaste no
presente estudo gerou a preservacdo parcial de MBP, que possui um papel critico na
compactacdo da mielina (TRAGER et al., 2020), isso pode implicar em uma melhor
estabilidade da compactacdo em regides encefalicas caracterizadas inicialmente pela

diminuicdo da densidade de mielina ou mesmo das fibras mielinicas sem alteracfes aparentes
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na ultraestrutura do CC desses animais. Atrelado ao ambiente anti-inflamatorio gerado pelo
pranlucaste, isso poderia justificar a auséncia de quantidade significativamente maior de
anormalidades de mielina encontradas no pranlucaste, o que pode contribuir para a protecao

contra a hiperexcitabilidade nos animais que receberam este farmaco.

Diante da importancia do equilibrio do sistema neural como um todo, outros estudos s&o
necessarios para analisar ndo so a regiao desmielinizada, mas também as regides aparentemente
normais para complementacao da avaliacao dos efeitos do pranlucaste na bainha de mielina que
podem estar contribuindo para melhorar a excitabilidade por meio da preservacdo da
compactacao da mielina, visto que a melhora neste trabalho ndo se relacionou a preservacao do

ndmero de fibras mielinicas.

Observa-se entdo que o tratamento com pranlucaste ndo protegeu contra a perda de OLs
no modelo de CPZ e, diferente do que ocorreu com o fingolimode, ndo houve aumento do
namero de fibras mielinicas. Isso indica que a protecdo contra a hiperexcitabilidade cerebral
pode ter ocorrido por um mecanismo diferente ao associado a protecdo da mielinizacdo, por
exemplo por meio de efeitos anti-inflamatérios. Entretanto, o pranlucaste parece interferir na
estrutura da mielina por meio da preservacdo de proteinas responsaveis pela compactacéo,
como MBP, impedindo o0 aumento estatisticamente significativo de anormalidades de mielina

e, consequentemente, contribuindo para a funcionalidade adequada do circuito elétrico neural.

5.6 A dieta com CPZ 0,2% levou a um aumento significativo de OPCs, o que néo foi visto

nos tratamentos com fingolimode ou pranlucaste

As OPCs adultas sdo responsaveis por gerar novos OLs para restauracdo da bainha de
mielina em situagdes desmielinizantes (ZAWADZKA et al., 2010). Essas celulas sdo capazes
de migrar para os locais de lesdo com o intuito de remielinizar. Inicialmente as OPCs proximas
as areas de lesdo passam por um processo de ativagdo que consiste na mudanca de morfologia
e o perfil de expressdo génica (MOYON et al., 2015). Em seguida, elas sdo recrutadas para area
desmielinizada por meio de proliferacdo e possivelmente migracdo para finalmente se
diferenciarem em OLs formadores de mielina madura (FRANKLIN, 2002). Acredita-se que
moléculas sinalizadoras (fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, neurotransmissores e
matriz extracelular) estejam envolvidas no recrutamento de OPCs (FRANKLIN, 2002). Moyon

e colaboradores (2015) mostraram que as proprias OPCs contribuiram para o meio inflamatorio

101



apods a lesdo com o aumento, por exemplo, de Ccl2 e IlI que sdo secretadas por células
inflamatorias e atuam como moléculas sinalizadoras para atracdo celular (MOYON et al.,
2015). No presente trabalho, o grupo lesdo mostrou um maior recrutamento de OPCs no corpo
caloso o que pode ter ocorrido pela presenca de moléculas sinalizadoras apds a ocorréncia da

desmielinizacéo.

A disfuncao mitocontrial, relacionada a intoxicacdo por CPZ ou a fisiopatologia da EM
se associa ao metabolismo de oxigénio para producao de energia, sendo que esse processo leva
a producdo de ROS prejudiciais que podem atacar biomoléculas, colocando em risco células
neurais que sdo altamente sensiveis e vulneraveis aos danos causados pelos efeitos adversos
das ROS. Como as OPCs possuem limitados mecanismos de defesa antioxidante elas sdo as
principais a sofrerem com a liberacdo das ROS. Assim, sua maturacdo em OLs fica prejudicada,
assim como a remielinizagio (LOPEZ-MUGURUZA; MATUTE, 2023). Isso pode justificar a
menor eficiéncia da remielinizacdo em doengas cronicas desmielinizantes, como a EM, que
gera axonios desnudos que ficam mais suscetiveis a degeneragdo, culminando em sintomas
irreversiveis nos pacientes (FERGUSON, 1997; NOSEWORTHY et al.,, 2000). A ndo
ocorréncia de aumento simultdneo do nimero de OLs pode ser justificado pelo prejuizo na
maturacdo de OPCs ou mesmo pela maior velocidade de apoptose de OLs pela CPZ em relagéo
a velocidade de maturacao dos progenitores. O tratamento com fingolimode ou pranlucaste néo
induziu o aumento de OPCs. No caso do fingolimode a preservacdo da mielina - que sugere
uma menor extensdo de &reas desmielinizadas, e um menor ambiente inflamatorio
(HOFFMANN et al., 2015) podem ter levado a um menor recrutamento de OPCs. J& no caso
do tratamento com pranlucaste, a reducdo do ambiente inflamatério (ICHI'YAMA et al., 2003),
e ndo a preservacdo da mielina, pode ser a justificativa para uma menor quantidade de OPCs
encontradas no corpo caloso dos animais. O pranlucaste atua através do antagonismo do GPR17
permitindo a maturacdo de OPCs (THERON et al., 2014), assim a menor quantidade de OPCs
também poderia estar sendo justificada pelo aumento da maturacdo em OLs. Entretanto, esse
aumento de OLs maduros néo foi visualizado no grupo tratado com pranlucaste, mostrando que
esse tratamento ndo protegeu essas células da apoptose induzida pela dieta com CPZ. Para
melhor esclarecimento dessa dindmica celular que se relaciona ao processo de mielinizacdo e

remielinizacdo, mais experimentos se mostram necessarios.

Como em situagOes saudaveis é possivel observar a persisténcia de OPCs ao longo da

vida apos padrdes de mielinizacdo madura terem sido estabelecidos, sugere-se que OPCs podem
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ter papéis importantes além da geracéo de novos OLs com fenétipos mielinizantes. Auguste e
colaboradores (2022) mostraram que um desses papeis envolve a remodelacdo sinaptica, em
que as OPCs sao capazes de fagocitar e digerir sinapses no sistema visual de camundongos em
desenvolvimento. Ja os OLs maduros ndo continham material sinaptico, sugerindo que a
internalizacdo das entradas sinépticas é uma funcdo dos OPCs que ndo se estende a outras
células da linhagem oligodendroglial (AUGUSTE et al., 2022b). Assim, as OPCs ndo sé
respondem a, mas também sdo capazes de modular a rede neuronal. A eletrofisiologia de
neurdnios piramidais do cortex somatossensorial de camundongos sem a proteina NG2 mostrou
um comprometimento da potenciagédo de longo prazo (LTP) dependente do NMDAR e reducéo
das correntes do receptor de glutamato nessas sinapses neuronais. Além disso, observou-se que
a inibicdo da ADAMI0, protease que cliva o NG2 em condicGes fisioldgicas, em camundongos
controle mimetiza o fenotipo NG2—/—, refletido por uma reducéo na LTP NMDAR-dependente.
(SAKRY D., etal., 2014). Como a redugdo de NG2 mostrou-se associada ao comprometimento
de elementos excitatérios como LTP NMDAR-dependente e o glutamato, a maior presenca de
OPCs no grupo CPZ pode estar associada ao aumento da hiperexcitabilidade, enquanto a menor
presenca de OPCs nos grupos tratados com fingolimode ou pranlucaste pode estar associada a

protecdo contra a hiperexcitabilidade.

5.7 O tratamento com fingolimode preservou um maior namero de fibras com a razédo-g
na faixa ideal, mas ambos os tratamentos protegeram parcialmente contra a diminuicéo

da sensibilidade tatil

A razéo-g, definida como a proporc¢éo entre o diametro do axonio e o diametro total da
fibra nervosa, € um indicador da funcionalidade das fibras mielinicas. Para seu célculo,
analisou-se a area do axénio, area da mielina e a area da fibra (Figura 15, gréaficos B, C e D). A
média da area de mielina no controle e cuprizona néo teve diferenca significativa, o que pode
indicar que as fibras mielinicas desses dois grupos possuem a mesma espessura devido a
desmielinizacdo total das fibras no grupo cuprizona. Ja no grupo pranlucaste, observou-se uma
reducdo da média da area de mielina em relacdo ao controle, o que pode sugerir uma possivel
resisténcia contra a desmielinizacéo abrupta. Esse efeito do tratamento com o pranlucaste pode
ser explicado pela menor quantidade de lipidios preservados, mas manutencao da compactacéo
pela preservacdo de MBP (Figura 11). J& no grupo fingolimode a média da &rea de mielina ndo
teve diferenca significativa em relagdo ao controle, indicando que as fibras desses dois grupos

possuem a mesma espessura, possivelmente pela protecdo contra a desmielinizagdo mostrada
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pelo fingolimode.

O valor de 0,77 foi definido como uma razao-g ideal para o sistema nervoso central,
sendo a faixa de 0,75 — 0,81 mostrada como ideal em corpo caloso de ratos (CHOMIAK; HU,
2009). Viu-se que alteracdes discretas na razdo-g na faixa de 0,6 a 0,8 podem resultar em
mudancas substanciais na velocidade de conducdo do impulso elétrico (SMITH; KOLES,
1970). Dessa forma, neste trabalho, a razdo-g foi calculada e as fibras foram organizadas em

diferentes faixas.

A literatura mostra uma variacao de valores 6timos de razdo-g de acordo com a espécie
e a regido analisada (CHOMIAK; HU, 2009), entretanto, em uma mesma regido analisada
observa-se uma variacdo de razdo-g ideal nos animais saudaveis em diferentes trabalhos. Xiu e
colaboradores (2017) mostraram que a media da raz&o-g ideal das fibras mielinicas no CC dos
camundongos controle foi de 0,76 (XIU et al., 2017), enquanto Qin e colaboradores (2017)
mostraram que a média da razdo-g ideal de fibras mielinicas do CC dos camundongos controle
ficou entre o intervalo de 0,8 — 0,9 (QIN et al., 2017). O presente estudo mostrou que a faixa de
0,69 — 0,74 continha a maioria das fibras mielinicas em relacéo aos outros intervalos analisados.
Essa variacdo na literatura pode se dar devido a grande complexidade de organizacao das fibras
nervosas no CC (LAMANTIA; RAKIC, 1990).

Xiu e colaboradores (2017) mostraram que a média da razdo-g das fibras mielinicas no
CC dos camundongos expostos a CPZ foi reduzido para 0,69 e sabe-se que a reducdo dos
valores de razdo-g no corpo caloso pode indicar um prejuizo na conectividade, levando a
integracdo funcional anormal entre as diferentes regides encefalicas (XIU et al., 2017). A média
da razdo-g entre os grupos do presente trabalho ndo apresentou diferenca significativa,
entretanto € importante observar que somente as fibras que permaneceram mielinizadas e sem
anormalidades de mielina foram utilizadas para o calculo da razdo-g. Dessa forma, esta pode

ndo ser o melhor indice para anlise de recuperacao funcional.

Apesar da média da razdo-g ndo ter mostrado diferenca significativa, nos animais
desmielinizados deste trabalho, observou-se uma diminui¢cdo no numero de fibras mielinicas
com razdo-g entre 0,75 — 0,81 em comparagdo com o grupo controle, indicando um possivel
comprometimento na funcionalidade dessas fibras. Nos animais tratados com fingolimode, a

razdo-g apresentou valores semelhantes ao do controle, sugerindo uma recuperagdo da
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funcionalidade dessas fibras mielinicas. Esse efeito pode ser atribuido a capacidade do
fingolimode de proteger contra a desmielinizag8o e preservar a estrutura normal da mielina, ja
que a razdo-g dentro da faixa ideal € usada como um indicador de mielinizacdo Otima
(OSORIO-QUEREJETA et al., 2017).

Diferente do fingolimode, o tratamento com pranlucaste ndo contribuiu para a
normalizacdo da razdo-g na faixa de 0,75 — 0,81, entretanto observou-se uma melhora na
excitabilidade por meio dos experimentos de inducdo de convulsdo com PTZ e uma melhora da
funcdo sensitiva, 0 que pode ser justificado por outros motivos, por exemplo sua ac¢éo anti-
inflamatéria atuando na melhora da funcdo sensitiva e na hiperexcitabilidade cerebral,

conforme discutido anteriormente.

Pacientes com EM podem apresentar uma variedade de sintomas clinicos que se
relacionam com a area de lesdo no sistema nervoso, podendo incluir disfuncGes motoras, dor,
complicacdes cognitivas, depressdo, disturbios visuais, fadiga, distdrbios do sono, ansiedade,
convulsdes, entre outros. H4 uma prevaléncia significativa de dor e parestesia nos pacientes
(SEN et al., 2020b; SEN et al., 2019). Ja foi demonstrado na literatura que o modelo animal de
desmielinizagdo por intoxicagdo com CPZ gerou mudancas nas fungbes sensoriais
(VAKILZADEH et al., 2016; BOLCSKEI et al., 2018; TSUKAHARA et al., 2018) e que a
piora funcional significativa comeca a ocorrer a partir de 14 dias de intoxicacao (SEN et al.,
2020b).

Dessa forma, neste trabalho confirmou-se que a alimentacdo com CPZ causa déficit
sensitivo no periodo de pico da desmielinizacdo (quinta semana de tratamento) por meio do
teste sensitivo com o analgesimetro digital. Nos animais tratados com fingolimode, houve uma
melhora parcial significativa na sensibilidade tatil, o que pode ser explicado pela protecédo
contra a desmielinizacdo e pela preservacdo da conducao nervosa. Essa recuperacédo parcial da
sensibilidade tatil € um indicativo da eficacia do tratamento na reversdo dos déficits sensoriais

associados a desmielinizacao.

O tratamento com pranlucaste, apesar da ndo normalizacdo da razdo-g na faixa
considerada como ideal, também mostrou beneficios na recuperacdo da sensibilidade tatil, o
que pode estar relacionado a redugéo da inflamagao promovida por este farmaco (ICHIYAMA
et al.,, 2003; TAKAHASHI et al., 2013), contribuindo para um ambiente mais favoravel a
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reparacdo neuronal e a recuperacdo das funcdes sensoriais. Sabe-se que a inflamacao crénica
pode exacerbar a desmielinizagdo e, consequentemente, a perda sensitiva, e a mitigagéo dessa
inflamacdo pode ser benéfica para a recuperacdo funcional (OSORIO-QUEREJETA et al.,
2017).

Dessa forma, o tratamento com fingolimode ou pranlucaste resultou em uma melhora
na sensibilidade tatil dos camundongos, sugerindo uma abordagem terapéutica, com
mecanismos de acao distintos, potencialmente eficaz para a recuperagédo dos déficits sensoriais
em condi¢cdes de desmielinizacdo, o que é crucial para a qualidade de vida dos pacientes
portadores de EM.

5.8 O tratamento com pranlucaste ou fingolimode diminuiu a concentracdo de ions K*

extracelular, mas teve efeitos distintos nos segmentos excitaveis de axénio

Além da expressdo de mediadores inflamatdrios observados em doencas como a EM e
a epilepsia (HEALY et al., 2022; SOLTANI KHABOUSHAN, YAZDANPANAH, REZAEI,
2022), a glia também pode se relacionar com distdrbios de excitabilidade de outras formas,
como pela homeostase de ions K™ (DE CURTIS; GARBELLI; UVA, 2021).

Sabe-se que expor 0 SNC a uma alta concentracdo de K* pode induzir descargas
epileptiformes e que o excesso de K* é liberado dos neurdnios durante as convulsdes (SOMJEN,
2002). Viu-se que os niveis de K* extracelular acima de 10 mM eram capazes de aumentar as
chamadas correntes persistentes (inativacdo lenta) de Na*, elevando a ameaca de graves
consequéncias patoldgicas (SOMJEN; MULLER, 2000). Essas correntes de sodio persistentes
sdo criticas para geracao de disparos repetitivos em face da entrada sinaptica despolarizante
((ZHANG et al., 2015) e evidéncias mostraram a persisténcia da corrente de sodio conduzida
por Nav como um contribuinte para a patogénese da epilepsia (ANDERSON et al., 2014). Tanto
0 Nav1.6 quanto o Navl.2 sdo expressos ao longo de axdnios desmielinizados na substancia
branca de camundongos em modelo de EAE e na substancia branca humana de placas de EM
(RUSH; DIB-HAJJ; WAXMAN, 2005) e contribuem para a corrente persistente de sédio
(ZHANG et al., 2015), embora sugira-se que o Nav1.2 produza uma corrente persistente menor
do que Navl.6 (RUSH; DIB-HAJJ; WAXMAN, 2005). Entretanto observou-se que hd uma
expressdao mais robusta de Navl.2 em axbnios desmielinizados que € capaz de disparar

potenciais de acdo a partir de potenciais de membrana mais despolarizados do que o normal
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(RUSH; DIB-HAJJ; WAXMAN, 2005). Dessa forma, com o dano da mielina e o aumento da
concentracdo externa de ions K* ha a despolarizacdo neuronal e a expressdo mais acentuada de
Navl.2 poderia ajudar a manter o disparo do PA em tal situacdo (RUSH; DIB-HAIJJ;
WAXMAN, 2005).

Para verificar se a associacdo do aumento do potéssio extracelular com o aumento da
excitabilidade estava presente em nosso modelo experimental e se os tratamentos realizados
eram capazes de proteger contra a probabilidade de convulsGes nos animais via reducao de
potéssio extracelular, realizamos a quantificacdo da dosagem desse ion por meio de cultura
organotipica de fatias encefalicas. O presente trabalho mostrou que a adi¢cdo de PTZ no meio
de cultura foi capaz de causar mudancas significativas na concentracdo de ions K* no volume
analisado. Entretanto, quando os grupos foram comparados entre si, 0 CPZ ndo mostrou
aumento na concentracdo de K* no meio de cultura, em relagdo ao controle, quando adicionado
PTZ. Como o volume do espaco extracelular representa cerca de um quinto e 0 espago
intracelular representa o restante do volume total (VAN HARREVELD, CROWELL e
MALHOTRA, 1965) as estimativas das mudancas idnicas extracelulares podem ser distorcidas.
Isso é especialmente relevante em experimentos in vitro, nos quais as alteracdes ibnicas
extracelulares podem ser atenuadas pelos grandes volumes utilizados nos ensaios
(RAIMONDO et al., 2015). Além disso, a sinalizacdo eletroquimica no SN depende do
potencial de membrana e do potencial de reversdo dos ions, sendo este Gltimo relacionado ao
gradiente de concentracdo transmembranar (RAIMONDO et al., 2015) que ndo foi analisado
neste trabalho. Assim, a mudanca na concentracdo de K* pode ter sido significativa na interface
da membrana do neurénio no grupo CPZ. A relagdo entre a dindmica de K* e a atividade neural
é complexa e entender o papel preciso do K* na geracdo de convulsdes exigira combinar esse
trabalho com outros meios para medir experimentalmente as mudancas na concentracdo de K*

na regido da interface da membrana, por exemplo, com a utilizacdo de eletrodos sensiveis a K+,

Quanto a variagdo de K* nos tratamentos com pranlucaste ou fingolimode evidenciou-
se que ambos os farmacos foram capazes de reduzir o potéassio extracelular, o que se
correlacionou nesse presente estudo com uma menor probabilidade de convulsdes mediadas por
PTZ.

Sabe-se que os canais de Kir contribuem para o controle espacial da concentracdo de K*
(PAPANIKOLAOU; LEWIS; BUTT, 2019; KINBOSHI; IKEDA; OHNO, 2020), assim,
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situacOes que aumentem a expressdo desses canais podem levar a beneficios na homeostase de
fons K*. Um exemplo disso foi visto na presenca de IL-6 que gerou diminuicdo de mRNA e
proteinas de canal Kird.1 em experimentos realizados em ratos (LU et al., 2022). Como em
estudo ainda ndo publicado por nossa equipe (ANA BEATRIZ MIRANDA DE SA, 2024)
mostrou-se um aumento significativo na astrogliose por WB a partir de amostras de cortex
visual em animais do grupo CPZ e do grupo pranlucaste, além de diminui¢do da densidade de
IL-6 no coértex visual de animais tratados com pranlucaste, sugere-se uma reducdo da
concentracdo de K* extracelular pelo tratamento com pranlucaste atrelada a sua capacidade de
reduzir mediadores inflamat6rios como a IL-6, contribuindo para um melhor clearance desse

fon.

O efeito da reducdo de K™ observada no tratamento com fingolimode também pode estar
associada a sua interferéncia nas células da glia, ja que os receptores S1P sdo expressos por
praticamente todas as linhagens de células neurais no SNC, incluindo OLs, neurdnios, astrocitos
e microglia (CHUN; HARTUNG, 2010). Evidéncias apontam para a influéncia da S1P na
proliferacdo, migracdo e astrogliose de astrocitos (CHUN; HARTUNG, 2010), o que pode
contribuir para uma maior captacao do excesso de potassio do meio extracelular pelo tratamento

com fingolimode.

Assim, a reducdo da concentracdo de ions K* extracelular, aumentada em situagdes de
desmielinizacdo, por farmacos como pranlucaste e fingolimode capazes de interferir no
clearance i6nico pode estabelecer novas opgdes de tratamento por um mecanismo ndo sinaptico
de controle da hiperexcitabilidade. No entanto, ainda precisa ser mais bem esclarecido se essa

reducdo é devida a maior captacao de potassio por células da glia.

Além da andlise da concentracdo de potassio no meio extracelular, este trabalho
investigou o papel do fingolimode e pranlucaste na preservacdo da estrutura dos segmentos
excitaveis de axonio que € crucial para a adequada transmissdo ou geragdo do PA (ISHIBASHI
e BABA, 2022).

Durante o desenvolvimento, inicialmente ocorre expressdo dos canais Navl.2 que se
agrupam nos nodos imaturos de Ranvier. A medida que a mielinizacdo progride ocorre
expressdo de Nav1.6 que substitui os canais Nav1.2 nos nodos de Ranvier (BOIKO etal., 2001).

Essa expressdo direcionada € importante ja que esses canais possuem propriedades funcionais
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distintas que podem afetar o comportamento neuronal (RUSH; DIB-HAJJ; WAXMAN, 2005).

Entretanto, em situacdes patologicas ha expressao desses dois subtipos de canais em
axonios desmielinizados, com uma diminuicdo da expressdo de Nav1.6 e um aumento da
expressdo de Navl.2, sugerindo que a eletrogénese nessas situacdes pode reverter para um
estagio semelhante ao de células imaturas, em que os canais Nav1.2 suportam a conduc¢éo de
potenciais de acdo ao longo dos axénios (CRANER, 2003). Sendo assim, a menor quantidade
de canais Nav1.6 encontrados no grupo CPZ, que possui reducdo na quantidade de fibras
mielinicas, pode sugerir uma perda da caracteristica de segmentos excitaveis de ax6nios

maduros.

O tratamento do pranlucaste ndo se associou a normalizacdo da quantidade de Nav1.6 e
como nao houve melhora do quantitativo de fibras mielinicas neste tratamento, sugere-se que a
reducdo desses canais se deve a menor presenca de fibras mielinicas e que o pranlucaste ndo

parece induzir um aumento da expressdo de canais Nav1.6 em situacdes de desmielinizacéo.

A velocidade de conducdo do impulso nervoso depende de trés principais fatores:
diametro do ax6nio, isolamento elétrico com a mielina (largura da mielina e comprimento do
internodo) e densidade de canais i6nicos (principalmente canais Nav e Kv) (RAMA; ZBILI;
DEBANNE, 2018). Assim, diante da preservacdo da estrutura de nodos de Ranvier maduros
com canais Navl1.6 sugere-se que o tratamento com fingolimode levou a preservacdo da
velocidade de conducgdo do impulso elétrico em niveis fisiol6gicos, contribuindo para a
protecdo contra a hiperexcitabilidade. Qin e colaboradores (2017) mostraram que, em situacoes
de lesbes isquémica na substancia branca, o tratamento com fingolimode foi capaz de reverter
significativamente os danos estruturais nos nodos de Ranvier promovendo uma reducdo do
comprimento de marcacgéo de Nav1.6 (QIN etal., 2017), reforcando a capacidade desse farmaco

de proteger 0s segmentos excitaveis de axonios.

5.9 A dieta com CPZ 0,2% reduziu o peso dos bagos, assim como o tratamento com

pranlucaste

Evidéncias mostram que a CPZ é capaz de gerar atrofia do timo e do bago, o que pode
estar associado a falha desse modelo em desencadear uma resposta imune adaptativa no SNC
mediada por células T, além da ndo ruptura da BBB (MESSORI et al., 2007; SOLTI et al.,
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2015; PARTRIDGE et al., 2016; SEN et al., 2019a; ALMUSLEHI et al., 2020). De acordo com
a literatura, os resultados obtidos revelaram que os animais intoxicados com CPZ apresentaram
bacos significativamente menos pesados em comparagdo ao grupo controle. Dessa forma, além
dos efeitos da CPZ no SNC simulando a desmielinizacdo que ocorre na EM, ela também
apresenta toxicidade sistémica que pode afetar 6rgdos periféricos como o bago. Por exemplo,
viu-se que ap6s uma a duas semanas de intoxicagdo com cuprizona houve uma reducao
significativa no numero de células T timicas e esplénicas (SEN et al., 2019a). Apesar da atrofia
causada pela intoxicacdo com CPZ, Kaddatz e colaboradores (2021) mostraram um predominio
de células T CD8 no SNC, indicando um meio pré-inflamatério em camundongos intoxicados
por CPZ. (KADDATZ et al., 2021). Isso simula a EM progressiva, ja que se sugere que esta
forma clinica ocorra pela ativacdo de microglia e astrécitos, sem a ruptura da BBB (FAISSNER
etal., 2019).

Ao avaliar os efeitos do tratamento com pranlucaste, viu-se que ele ndo mostrou eficécia
em restaurar o peso dos bacos aos niveis do grupo controle, sugerindo que esse farmaco néo foi
capaz de reverter a atrofia induzida pela cuprizona. A literatura carece de estudos especificos
que avaliem os efeitos do pranlucaste no bago, mas a auséncia de recuperagdo do peso neste
trabalho pode indicar que sua acéo terapéutica ndo se estende a reversao de danos imunol6gicos
periféricos causados por agentes tGxicos como a cuprizona, o que pode ser condizente com a
reducdo do ambiente inflamatdério no SNC mostrado na literatura (ICHIYAMA et al., 2003).

Por outro lado, o tratamento com fingolimode mostrou efeitos significativos na
recuperacdo do peso do baco. Sabe-se que o fingolimode age retendo os linfocitos T
autorreativos nos orgdos linfaticos periféricos, incluindo o baco, prevenindo sua migracao para
o0 sistema nervoso central (BORDET et al., 2020). Esse mecanismo pode contribuir para a
reducdo da quantidade de linfocitos T recrutados para o SNC que sdo responsaveis pela
progressao da doenca. Acredita-se que nao é a desmielinizagdo aguda o principal desencadeador
do recrutamento de células imunes periféricas, mas sim a inducéo de vias pro-inflamatorias
devido a lesdo metabdlica gerada nos OLs (KADDATZ et al., 2021). Assim, a recuperacéo do
peso dos bacos pelo fingolimode neste atual trabalho pode sugerir uma maior retencédo de
células imunes nesse 6rgdo linfoide, contribuindo para a diminuicdo dos efeitos pro-
inflamatorios da cuprizona no SNC e, consequentemente, para a melhora da funcéo sensitiva e

da excitabilidade como ja discutido anteriormente.
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Quanto a analise do nimero de nodulos linfaticos nos bagos ndo houve diferengas
significativas entre 0s grupos experimentais. Este resultado sugere que, embora a cuprizona e
0 pralucaste tenham mostrado uma reducdo dos bacos e o fingolimode tenha preservado 0s
pesos, ndo houve impacto substancial na estrutura dos nédulos linfaticos. Da mesma forma, a
relacdo entre a polpa branca e a area total dos bagos também ndo mostrou variagdo significativa
entre os grupos, indicando que a composi¢do histologica do bago, no que diz respeito a

proporcéo de polpa branca, permaneceu estavel independentemente dos tratamentos.

A manutencdo da estrutura dos nodulos linfaticos e da relacdo polpa branca/area total
sugere que a funcdo imunoldgica basica do baco pode ndo estar completamente explorada,
apesar da reducdo no peso do 6rgdo. Estudos futuros poderiam focar em avaliar a
funcionalidade das células imunoldgicas no baco e a capacidade de resposta a desafios
imunolégicos adicionais para uma compreensdo mais abrangente do impacto da cuprizona e
dos tratamentos subsequentes. Além disso, para melhor entender a complexidade da
fisiopatologia da EM, é crucial investigar o potencial dos farmacos que possam oferecer

protecao e recuperacdo do SNC a partir de interferéncias no sistema imunoldgico periférico.
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6. CONCLUSAO

A presente tese investigou os efeitos dos tratamentos com pranlucaste e fingolimode em um
modelo animal de Esclerose Multipla induzido por intoxicagdo com CPZ. Os principais achados

deste estudo podem ser resumidos nos seguintes pontos:

- Reproduzimos um modelo animal de EM que apresenta: desmielinizacdo com reducdo do
numero de fibras mielinicas e aumento de anormalidades de mielina, diminuicdo da razdo-g,
morte de OLs, aumento de OPCs, diminui¢do da funcéo sensitiva, alteracbes em segmentos
excitaveis de axonio, aumento da predisposicao a convulsdes e atrofia dos bacos.

- Ambos os tratamentos mostraram efeitos protetores contra a perda de peso, funcdo sensitiva

e predisposicédo a convulsdes.

- O fingolimode foi capaz de preservar um maior nimero de fibras com valores ideais para

razdo-g, o que ndo foi observado com pranlucaste.

- O fingolimode protegeu tanto contra a perda de lipidios quanto da MBP no CC dos animais
tratados, além de ter atuado contra a perda de fibras mielinicas e 0 aumento de anormalidades
de mielina. Entretanto, apesar do pranlucaste ter protegido contra a perda de MBP e formacéo
de anormalidades de mielina, ndo preservou o nimero de fibras mielinicas. Logo, o tratamento
com fingolimode demonstrou ser mais eficiente na preservagdo da estrutura da mielina em

comparagdo com o pranlucaste.

- O tratamento com fingolimode ou pranlucaste ndo protegeu contra a perda de OLs assim como

também ndo estimulou ao aumento de OPC:s.

- A intoxicagdo com CPZ ndo resultou em alteragdes nos niveis de potéssio, mas o tratamento
com pralucaste ou fingolimode reduziu a concentracdo de potassio extracelular no meio de
cultura, sugerindo um mecanismo em comum para a reducdo da excitabilidade cerebral.
Entretanto, o efeito nos segmentos excitaveis dos axénios nos animais tratados com esses
farmacos ocorreu de forma distinta, em que o fingolimode protegeu contra a diminuicdo dos

canais Nav1.6.



- A intoxicagdo com cuprizona resultou em atrofia do baco, refletindo a toxicidade sistémica da
substancia além de sua ac¢do desmielinizante no SNC. O tratamento com pranlucaste ndo foi
eficaz em reverter a atrofia do baco, sugerindo que seu efeito terapéutico ndo se estende aos
danos imunoldgicos periféricos causados pela cuprizona. O fingolimode, por outro lado,

mostrou efeitos significativos na recuperacao do peso do baco.

Em suma, os resultados desta tese sugerem que tanto o pranlucaste quanto o fingolimode
possuem capacidade terapéutica na Esclerose Multipla (EM), especialmente em casos com
disturbios sensoriais e convulsdes. O pranlucaste destaca-se como uma promissora opg¢ao para
ser utilizado como farmaco modificador de doenga na EM. O fingolimode, por sua vez,
demonstrou maior eficacia na preservacdo da estrutura da mielina e na manutencdo de
segmentos excitaveis. Entretanto, ambos os farmacos compartilharam um mecanismo comum
de protecdo contra a excitabilidade neuronal, por meio da reducdo do potéssio extracelular.
Esses achados fornecem uma base sélida para futuras investigac@es clinicas e farmacolégicas

visando melhorar os tratamentos disponiveis para pacientes com EM.
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