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RESUMO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca inflamatoria e desmielinizante do sistema
nervoso central (SNC), marcada pela presenca de uma sinaptopatia so6
reconhecida recentemente. A doenca € regida pela ativacdo de células periféricas
e residentes do SNC. Apesar de décadas de pesquisa, a EM ainda carece de
tratamentos que abordem integralmente sua patologia. As opc¢les terapéuticas
atuais se concentram em farmacos imunossupressores e imunomoduladores que
visam mitigar a fase inflamatoria da doenca. No entanto, a fase mais tardia e
progressiva, marcada pela ativacdo glial e neurodegeneracdo, continua sem
opcoes terapéuticas eficazes. O pranlucaste (PLK), um anti-inflamatorio usado no
tratamento da asma, foi mostrado ter efeitos na remielinizacdo, neuroprotecéo e
modulacao de vias de sinalizacéo relacionadas a plasticidade sinaptica. Entretanto,
ainda se desconhece seu impacto terapéutico na EM. Dessa forma, este trabalho
visa descrever os impactos do tratamento com PLK nos aspectos fisiopatolégicos
associados a EM, particularmente na neuroinflamacédo, desmielinizacéo,
alteracdes sinapticas e fungéo visual. Utilizamos o modelo de EM induzido pela
alimentacdo diaria com racédo suplementada com cuprizona (CPZ) (0,2%) por 5
semanas. Paralelamente, os animais foram tratados ou ndo com PLK (0,1 mg/kg
ou 0,2 mg/kg) via intraperitoneal durante 0 mesmo periodo. Apos o0s tratamentos,
a funcédo do cortex visual foi avaliada através do teste comportamental “Visual cliff”
e, posteriormente, amostras do cértex visual dos animais foram processadas para
imunofluorescéncia (IF) ou western blotting (WB). O comprometimento funcional
do sistema visual induzido pela CPZ foi significativamente melhorado pelo
tratamento com PLK a 0,1 e 0,2 mg/kg. Observamos por IF e WB que apenas o
tratamento com PLK na dose de 0,1 mg/kg foi capaz de prevenir parcialmente a
desmielinizacdo induzida pela CPZ por IF e WB para proteina basica da mielina
(MBP) e 2',3'-ciclonucleotideo fosfodiesterase (CNPase). Além disso, o PLK 0,1
mg/kg atenuou a inflamacdo induzida pela CPZ, observado pela reduzida
expressao de interleucina 6 (IL-6) na IF, apesar de nado alterar a reatividade
microglial e astrocitaria através da IF e WB para a molécula adaptadora de ligacao
de calcio ionizado 1 (IBA-1) e da proteina acida fibrilar glial (GFAP),
respectivamente. Ao analisar os aspectos sinpticos, notamos um aumento
significativo nos sitios pos-sinapticos inibitérios (gefirina) em CPZ que néo foi
revertido pelo PLK 0,1 mg/kg por IF e WB. A subunidade 2A do receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA) nao sofreu alteracdes nas andlises de WB. Entretanto, niveis
da subunidade 2B dos receptores NMDA (GIuN2B) tendem a aumentar em CPZ e
sdo reduzidos no tratamento com PLK 0,1 mg/kg, sugerindo uma possivel
modulacdo dos receptores NMDA. A expressao do transportador de glutamato
(GLAST) foi positivamente regulada em CPZ, aumentando de forma ainda mais
expressiva no tratamento com PLK 0,1 mg/kg. Em suma, nossos resultados
sugerem que 0,1 mg/kg € a melhor concentragéo para uso do PLK como tratamento
no modelo de intoxicagéo por CPZ. Esses resultados revelam um efeito promissor
do PLK como agente terapéutico abrangente na EM, ao atenuar varios aspectos
fundamentais da patologia, como a preservacgao da funcéo visual, a prevencéo da
desmielinizacdo, a reducdo da inflamacdo e a modulacdo das alteracdes
sinapticas. No entanto, sdo necessérios mais estudos para solidificar sua eficacia
e compreender plenamente seus mecanismos de acao subjacentes.
Palavras-chave: Sinaptopatia. Desmielinizac&o inflamatoria. Excitotoxicide
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease of the central
nervous system (CNS), marked by the presence of a synaptopathy that has only
recently been recognized. The disease is governed by the activation of peripheral
and resident CNS cells. Despite decades of research, MS still lacks treatments that
fully address its pathology. Current therapeutic options focus on immunosuppressive
and immunomodulatory drugs aimed at mitigating the inflammatory phase of the
disease. However, the later and progressive phase, marked by glial activation and
neurodegeneration, continues to lack effective therapeutic options. Pranlukast (PLK),
an anti-inflammatory used in the treatment of asthma, has been shown to have effects
on remyelination, neuroprotection, and modulation of signaling pathways related to
synaptic plasticity. However, its therapeutic impact on MS remains unknown. Thus,
this study aims to describe the impacts of PLK treatment on pathophysiological
aspects associated with MS, particularly neuroinflammation, demyelination, synaptic
alterations, and visual function. We used the MS model induced by daily feeding with
chow supplemented with cuprizone (CPZ) (0.2%) for 5 weeks. In parallel, the animals
were treated or not with PLK (0.1 mg/kg or 0.2 mg/kg) intraperitoneally during the
same period. After treatments, the function of the visual cortex was assessed through
the behavioral test “Visual cliff” and subsequently, visual cortex samples from the
animals were processed for immunofluorescence (IF) or western blotting (WB). The
functional impairment of the visual system induced by CPZ was significantly improved
by treatment with PLK at 0.1 and 0.2 mg/kg. We observed by IF and WB that only the
PLK treatment at a dose of 0.1 mg/kg was able to partially prevent CPZ-induced
demyelination by IF and WB for myelin basic protein (MBP) and 2',3'-cyclic nucleotide
3'-phosphodiesterase (CNPase). Additionally, PLK 0.1 mg/kg attenuated CPZ-
induced inflammation, as observed by reduced expression of interleukin 6 (IL-6) in
IF, although it did not alter microglial and astrocytic reactivity through IF and WB for
ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (IBA-1) and glial fibrillary acidic protein
(GFAP), respectively. Analyzing synaptic aspects, we noticed a significant increase
in inhibitory postsynaptic sites (gephyrin) in CPZ that was not reversed by PLK 0.1
mg/kg by IF and WB. The N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor subunit 2A was
not altered in WB analyses. However, levels of the NMDA receptor subunit 2B
(GIuN2B) tended to increase in CPZ and were reduced in PLK 0.1 mg/kg treatment,
suggesting possible modulation of NMDA receptors. The expression of the glutamate
transporter (GLAST) was positively regulated in CPZ, increasing even more
significantly in PLK 0.1 mg/kg treatment. In summary, our results suggest that 0.1
mg/kg is the best concentration for using PLK as a treatment in the CPZ intoxication
model. These results reveal a promising effect of PLK as a comprehensive
therapeutic agent in MS, by attenuating several fundamental aspects of the
pathology, such as the preservation of visual function, prevention of demyelination,
reduction of inflammation, and modulation of synaptic alterations. However, further
studies are needed to solidify its efficacy and fully understand its underlying
mechanisms of action.

Keywords: Synaptopathy. Inflammatory demyelination. Excitotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é a principal doenca neurolégica incapacitante de
origem n&do traumatica que afeta jovens adultos no mundo. E uma doenca
imunomediada, regida pela ativacdo de células periféricas e residentes do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada pela inflamacao, desmielinizagao, sinaptopatia e
transeccdo axonal (Bierhansl et al., 2022; Kobelt et al., 2017).

Atualmente, ndo existe cura para a EM e o conjunto das alteracdes patoldgicas
leva a uma dréstica diminuicdo na qualidade de vida, resultado de uma grande
variedade de manifestagfes clinicas, que variam de acordo com a localizacdo das
lesbes (Murla et al., 2022). De forma geral, o quadro sintomatico geralmente envolve
deterioracdo sensorial, com disturbios no sistema visual que acomete até 70% dos
pacientes, comprometimento motor e cognitivo (Bellingacci et al., 2021).

Visto que a EM afeta individuos em idade economicamente ativa, a doenga gera
impactos significativos no cenario econémico (Federacdo Internacional de Esclerose
Multipla, 2020). Os custos relativos ao tratamento da doenca, seja vinculados a
hospitalizagédo ou a terapias modificadoras da doencga, sao significativos. Estima-se que
em paises de rendimento baixo e médio, as despesas variam entre US$463,00 a
US$58.616,00 por paciente, oscilando de acordo com a abordagem médica utilizada,
elevando proporcionalmente com a gravidade da doenca (Dahham et al., 2021).

Embora a busca por tratamentos efetivos ndo seja recente, sao introduzidos no
mercado apenas farmacos imunossupressores e imunomoduladores que mitigam a
fase inflamatéria da EM, ndo funcionando ou sendo pouco eficazes na fase progressiva
e neurodegenerativa, que acaba sendo negligenciada (Faissner et al. 2019). Este
cenario aponta a necessidade de novas estratégias terapéuticas que preencham as
lacunas onde os tratamentos disponiveis séo ineficientes.

Quando a doenca entra em um quadro degenerativo, € improvavel que os
tratamentos anti-inflamatérios sejam eficientes, mas os tratamentos neuroprotetores e
indutores de reparacdo podem ser bem-sucedidos. Um medicamento com a
capacidade de favorecer o processo natural de regeneracao da mielina e/ou de reduzir
a deterioracdo dos ax6nios poderia contribuir para a desaceleragdo e atenuacédo do
avanco da doenca (Martinez e Peplow, 2020).

Neste contexto, o pranlucaste (PLK), um anti-inflamatorio usado contra a asma,
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emerge como uma possivel estratégia terapéutica. O farmaco foi descrito por estar
associado a fatores pro-remielinizantes, além de ser recentemente descrito como um
inibidor de vias anti-sinaptogénicas, podendo impactar a sinaptopatia (YU et al., 2005;
OU et al., 2016). Dessa forma, por sua posicdo nos trés principais pilares da EM:
inflamacéo, desmielinizagéo e sinaptopatia, propomos o PLK como potencial regulador
da EM.

A importancia do presente trabalho é refletida na possibilidade de introduzir um
farmaco funcional para ambas as fases da doenca. Além disso, os resultados fruto
deste trabalho irdo contribuir para uma compreensdao mais aprofundada sobre os

mecanismos sinapticos envolvidos na EM.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. EPIDEMIOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA

Em comparacdo com a ultima analise epidemioldgica feita em 2013, houve um
aumento de 30% na incidéncia global da EM, elevando o niumero de pessoas afetadas
pela doenca para 2,8 milhdes até 2020 (Walton et al. 2020). Apesar das diversas
lacunas a respeito de sua etiologia, existem padrfes inerentes a expressao da doenca
e sua epidemiologia. E bem caracteristico o acometimento de pacientes em uma faixa
etaria economicamente ativa, entre 20 a 40 anos, com maior prevaléncia em mulheres,
em uma propor¢do de 4:1. Ademais, a incidéncia global € mais dominante em regifes
de alta latitude com predominio na Europa, seguido pelas Américas, tendo o Sudeste
Asiatico e a Africa com menores taxas de incidéncia relatadas (Walton et al. 2020).

Diferentes fatores de risco sdo apontados como possiveis desencadeadores da
doenca através de uma interacao complexa entre influéncias genéticas e ambientais.
Apesar de ndo haver evidéncias de heranca Mendeliana, o componente genético
representa 30% do risco de desenvolvimento da doenca. Estudos do genoma
identificaram uma variedade de polimorfismos envolvendo maior suscetibilidade a EM,
compreendendo genes que regulam a imunidade inata ou adaptativa, como o complexo
de histocompatibilidade 1l e receptores de interleucinas 2 e 7 (Ahmadi et al., 2020;
Moutsianas et al., 2015; Baecher-Allan et al., 2018).

Adicionalmente, a epidemiologia da EM também é regida por efeitos ambientais
que influenciam néo s6 na suscetibilidade quanto no curso da doenca (Baecher-Allan

et al., 2018). A baixa incidéncia de luz ultravioleta e deficiéncia de vitamina D s&o
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fortemente associados a maior propensdo a EM. Este fato pode estar diretamente
relacionado a maior frequéncia da EM em regifes de alta latitude, uma outra influéncia
ambiental bem determinada na EM (Ostkamp et al., 2021). Apesar de ainda ser obscuro
a influéncia da incidéncia solar, especula-se que seja decorrente dos efeitos indutores
de tolerancia imunoldgica e imunomoduladora atribuidos a vitamina D (Yeh et al.,
2020).

Infeccdes virais também sao consideradas fatores de risco cruciais para a doenca
e o principal candidato é o virus Epstein-Barr (EBV), um virus comum que infecta até
95% dos adultos (Bjornevik et al., 2022). A correlacdo da infec¢ao viral com a incidéncia
de EM é apoiada fortemente pelo risco aumentado de desenvolver a doenca apos
infeccdo viral. Embora ndo abranjam todos os casos, niveis elevados de anticorpos
séricos anti-EBV e a deteccao do virus em lesdes desmielinizantes, foram descritos em
estudos patolégicos (Bjornevik et al., 2022; Bar-Or et al., 2020).

Além destes, fatores de risco como o tabagismo, trabalho noturno, exposicéo a
solventes organicos, obesidade em adolescentes e influéncia do microbioma podem
contribuir. Contudo, a maioria dos estudos aponta para uma combinacéo entre genética
e 0 ambiente, onde estes fatores individualmente séo insuficientes para desencadear
a complexa fisiopatologia da doenga (Dobson e Giovannoni 2019; Dolcetti et al., 2020).

2.2. FISIOPATOLOGIA

Do ponto de vista clinico, a maioria dos pacientes apresenta um inicio marcado
por surtos inflamatorios autoimunes. Esses surtos se manifestam por meio de episodios
discretos de disfuncdo neuroldgica, seguidos por periodos de remissdo, 0s quais
podem ser completos, parciais ou nulos em um curso da Esclerose Mdltipla Remitente
Recorrente (EMRR) (Dobson e Giovannoni 2019). Conforme a doenca avanga, a
frequéncia de periodos de remissao diminui, sendo progressivamente substituida por
uma deterioracdo da condicdo clinica, que evolui para uma situacdo de declinio
continuo, no contexto de Esclerose Mdltipla Secundério Progressivo (EMSP) (Faissner
et al., 2019). Em uma pequena parcela dos casos, a doencga pode apresentar desde o
inicio um curso degenerativo progressivo, com auséncia de episodios remissivos,
caracterizando um quadro de Esclerose Mudltipla Priméaria Progressiva (EMPP)
(Baecher-Allan et al., 2018).

Apesar das condicdes fisiopatolégicas serem fortemente estudadas, e até certo
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grau compreendidas, 0s eventos causais ainda ndo séo elucidados (Murda et al., 2022).
Alguns autores apontam para uma origem autoimune baseada na hipdtese “de fora
para dentro”, onde os fatores desencadeadores tém origem na imunidade inata e
adaptativa, seguida por uma patogénese secundéria de degradacdo na mielina
(Luchicchi et al., 2021). Em contrapartida, a hipotese “de dentro pra fora” é
fundamentada na degeneracéo primaria de oligodendrécitos (Olig) e desestabilizacédo
da mielina, iniciada previamente na fase sintomética, e uma reatividade imunolégica
secundaria (Titus et al., 2020; Stys et al., 2012).

Um crescente conjunto de evidéncias aponta para as respostas imunes periféricas
como 0s agentes condutores iniciais da doenca, alinhando-se a hipétese de origem "de
fora para dentro” (Correale et al., 2017; Zhan et al., 2020). Linfécitos T e B autorreativos
atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) e desencadeiam uma reacédo cruzada
contra epitopos do SNC, mediada por uma ativacdo inflamatoria (Klineova e Lublin,
2018; Ruiz et al.,, 2019; Scott, 2021). Geralmente, as proteinas abundantemente
expressas na mielina e Olig, como a proteina basica da mielina (MBP), a glicoproteina
de Olig de mielina e a proteina proteolipidica, sdo os principais alvos desse ataque
autoimune. Esse processo culmina na desmielinizagdo, o que resulta em uma
conducdo comprometida na transmissdo sinaptica, sinalizacdo neural prejudicada e,
em alguns casos, na perda neuronal parcial ou total (Lopez et al., 2021).

A infiltracdo das células periféricas no sistema nervoso central pode culminar e
perpetuar as lesées desmielinizantes, porém sozinhas ndo sdo capazes de explicar
completamente sua dinamica (Friese et al., 2014). A interacao entre os diversos grupos
celulares, imunes periféricas, células astrocitarias e microgliais, para manter a

inflamacéao e a desmielinizacdo nas lesdes da EM sdo esquematizados na Figura 1.
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Figura 1. Esquema representativo da interagéo entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
imunoldgico na esclerose multipla (EM). (1) Células B e células Th CD4+ atravessam a BHE para entrar
no SNC (2). Dentro do SNC, as células B podem entrar em contato com antigenos especificos da mielina,
geralmente glicoproteina de oligodendrécitos de mielina, proteina basica da mielina (MBP) ou proteina
proteolipidica (3) e apresenta-los as células Th (4), desencadeando uma resposta inflamatéria (5). Isso
resulta na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (5), que por sua vez recrutam micréglias residentes,
macroéfagos, células CD8 e astrécitos, levando ao desenvolvimento de lesbes desmielinizantes (6).
Enquanto isso, os precursores de Olig sdo incapazes de compensar a destruicao da bainha de mielina. A
infiltracao continua de células imunes periféricas é facilitada pela destruicdo adicional da BHE, associada
a astrécitos reativos (7). Embora todos esses eventos contribuam para a fisiopatologia da lesdo, a ordem
exata e os eventos desencadeadores ainda sdo temas de debate. Fonte: Adaptado de Coutinho et al.
(2023).

Durante muito tempo, acreditou-se que os danos na EM se resumiam aos danos
a substancia branca (SB), caracterizados pela presenca de placas desmielinizantes
(Friese et al., 2014). Entretanto, estudos de ressonéncia magnética e analise post
mortem demonstraram um conjunto de injurias a substancia cinzenta (SC), que inclui
presenca de lesbes desmielinizantes, atrofia neuronal e nimero reduzido de sinapses.
O comprometimento dessa regido desencadeia prejuizos em regibes corticais e

subcorticais, assim como desconexao dos circuitos neuronais, desmielinizagao
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generalizada e perda neuronal (Jirgens et al., 2016; Mandolesi et al., 2015).

Na encefalomielite autoimune experimental (EAE), modelo animal de EM baseado
na imunizacdo contra antigenos da mielina, é relatado a atrofia e perda sinptica
previamente a fase sintomatica do modelo, afetando areas de neurdnios
desmielinizados e n&o desmielinizados, de forma independente da desmielinizag&o
(Friese, 2016). Dessa forma, o processo inflamatorio no SNC parece promover a
desmielinizacdo podendo ou nao resultar em neurodegeneracdo na EAE ou na EM

(Cree et al., 2021; Brick, 2005).

2.2.1 Desmielinizacdo

A hipbétese mais aceita para a origem da EM tem a inflamacdo como um
mecanismo primario e a desmielinizagéo inflamatdria é vista como o evento secundario
que, por sua vez, desencadeia uma série de eventos que podem modular a gravidade
da doenca (Ouellette et al., 2020; Morgan et al., 2021).

A mielina desempenha um papel essencial para a funcéo sinaptica, conducao do
potencial de acdo e manutencdo neural. Além de auxiliar no metabolismo energético,
fornece protecdo fisica aos axénios e fatores troficos, sendo crucial para a integridade
neuronal (Simkins et al., 2021). Ndo s6 a perda da bainha de mielina como a perda de
Olig induz um grande dano metabodlico, uma vez que os Olig sdo acoplados
metabolicamente aos axdnios e fornecem subprodutos da glicolise, contribuindo
fortemente para a reducdo do gasto energético axonal (Dutta et al., 2006; Simkins et
al., 2021).

A remielinizacdo nos estagios iniciais da doenca foi documentada em cérebros
post mortem (Chang et al., 2002). Mecanismos de recrutamento e maturacdo de
células progenitoras de Olig (OPCs) sdo induzidos naturalmente na tentativa de
restabelecer a producdo de mielina e homeostase tecidual (Sun et al., 2023).
Entretanto, estes processos sao perdidos com a cronicidade da doenca, intensificacdo
inflamatdria e perda na densidade de Olig (Chang et al., 2002).

O processo de maturacdo dos Olig para producdo de células produtoras de
mielina € complexo e finamente regulado por parametros espago-temporais, onde 0s
OPCs passam por diferentes estagios de diferenciacao até a fase madura mielinizante
(Sun et al., 2023). Foram descritos niveis abundantes de OPCs e Olig pré-mielinizantes

nos focos de lesao crénica na EM, onde a desmielinizacao é expressiva, associados a
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morte intensa de oligo maduros e presenca destas células remanescentes em estagio
imaturo, tornando mecanismos de remielinizacéo fortemente comprometidos (Urbanski
et al., 2019). Nestes locais, a mielina apresenta morfologia alterada, com multiplos
inchagos, variagdes acentuadas de diametro e curso tortuoso, o que indica um
processo de remielinizagdo incompleta e irregular (Chang et al., 2002). J4 nos centros
de lesdo aguda, o tecido apresenta desmielinizacdo e morte oligodendroglial em
andamento, somado a abundante presenca de células fagociticas reativas a mielina
(Rovira et al., 2013). Nestas regides, estao presentes Olig mielinizantes residuais, onde
regides mielinizadas aparentam aspecto normal, com mielinizagcdo axonal reta e com
didametro consistente (Chang et al., 2002).

A variacao no grau de comprometimento da remielinizacéo entre os focos de lesao
aguda e cronica esté correlacionada com o nivel de maturagdo dos Olig presentes.
Esses dados sugerem que o mecanismo de proliferacéo e recrutamento dessas células
na EM ndo € comprometido, mas sim o processo de maturacdo. Isso resulta na
remielinizacdo permanecendo estagnada no estagio pré-mielinizante nos focos de
lesbes crbnicas (Hanafy e Sloane, 2011; Lloyd e Miron, 2019).

Evidéncias apontam que em modelos de lesGes desmielinizantes, a expressao
continua do receptor acoplado a proteina G 17 (GPR17), um receptor 6rfao altamente
expresso nas fases iniciais de diferenciacdo oligodendroglial, mantém as células na
sua forma imatura, impedindo o processo de remielinizacdo (Chang et al., 2002; Coppi
et al.,, 2013). Portanto, a conversdo dos Olig imaturos ou progenitores para fases
mielinizantes é um importante fator limitante para a remielinizacdo na EM (Dziedzic et
al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo aumentada de GPR17 interfere na maturacdo de oligodendrdcitos (Olig) na
esclerose multipla (EM). A expressao de GPR17 na superficie dos OPCs bloqueia sua diferenciacéo e
maturacdo em Olig mielinizantes. O aumento de GPR17 pode desregular o equilibrio entre proliferacédo e
diferenciacao dos Olig, contribuindo para a desmielinizacdo. GPR17 pode representar um alvo terapéutico
promissor para intervencdes destinadas a preservar a mielinizacdo e reduzir os danos causados pela EM.
Fonte: Adaptado de Raffaele et al. (2021).

O resultado final da ineficiéncia na remielinizacdo € o retardo ou até mesmo o
blogueio da transmissdo sinaptica, com ativacdo de uma resposta inflamatoria
secundaria (Sun et al., 2023; Simkins, et al. 2021). A perda de mielina contribui para a
continuidade da resposta inflamatoria, enquanto a inflamacéo persistente mantém o
processo desmielinizante, afetando diretamente a sobrevivéncia oligodendroglial.
Valentin-Torres et al. (2018) demonstraram que as respostas reativas de astrécitos
ativados, conhecidas como astrogliose, inibem a diferenciacdo de OPCs, induzindo a
apoptose dessas células por meio do fator de necrose tumoral (TNF-a). Essa pesquisa
destaca a correlagdo intrincada entre desmielinizagao e inflamagéo glial. Esse ciclo
interativo leva a uma progresséao continua da doenca, resultando em danos neurais e
sintomas cada vez mais pronunciados.

Muito se investiga a respeito dos efeitos mediados pela inflamacgéo periférica na
doenca, refletindo na diversidade de terapias medicamentosas aplicaveis a fase aguda

inflamatdria. Entretanto os aspectos sinapticos e neurodegenerativos sao menos
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estudados, ndo havendo agentes terapéuticos capazes de conter a degeneracdo e
comprometimento (Baecher-Allan et al., 2018; Cree et al., 2021). A fase progressiva na
qual a neurodegeneracdo € prevalente, é caracterizada por uma inflamacao
compartimentalizada do SNC, mediada por astricitos e microglia. Portanto, atenuar a
resposta neurotéxica de astrécitos e microglia na EM deve corresponder a uma
estratégia eficaz de tratamento, especialmente da fase progressiva (Coutinho et al.,
2023).

2.2.2 Neuroinflamacdao: contribuicdo dos astrocitos e microglia

As células gliais, a depender do microambiente, podem promover ou mitigar a
neuroinflamagé@o e deterioragcdo neuronal (Lee et al., 2022). Além disso, sdo um
componente vital para a formacéo de redes sinpticas e funcionamento homeostatico
do SNC.

Células astro- e microgliais reativas estéo presentes em todas as etapas da EM
exibindo aparentemente um papel dual de fomentar mecanismos de neuroprotecéao e
remielinizacdo na fase aguda da doenca, promover inflamagao e neurotoxicidade na
fase cronica (Araujo et al., 2017). A glia ativada para um perfil neuroprotetor incita a
remielinizacdo contribuindo para a maturacéo e recrutamento de OPC, fagocitam debris
de mielina que impulsionam a remielinizacdo, secretam fatores pro-regenerativos e
sinaptogénicos (Sun et al., 2023). Na fase progressiva neurodegenerativa, as células
gliais desempenham um papel crucial que vai além de sua funcado de suporte neural. A
comunicacao bidirecional e reciproca entre células gliais neste momento regula o grau

de inflamacéo e neurodegeneracédo do sistema (Linnerbauer et al., 2020) (Figura 3).
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Figura 3. Perfil celular ativado nas fases inflamatéria e progressiva da esclerose multipla (EM).
Esquema representativo do perfil celular ativado durante as fases inflamatéria e progressiva da EM.
Durante a fase inflamatoria, observa-se uma predominancia de células imunes, como linfocitos T e
macrofagos, infiltrando o SNC, desencadeando uma resposta inflamatéria exacerbada. Na fase
progressiva, ha uma transicao para um perfil mais neurodegenerativo, com a ativagao de células da glia,
como astrocitos e microglias, contribuindo para a destruicdo axonal e perda de mielina. Fonte: Adaptado
de Perdaens e Van Pesch (2022).

A microglia é a principal célula fagocitica no SNC, compondo cerca de 12% das
células no SNC murino e 16% em humanos. Participam ativamente da manutencao do
SNC desde estagios iniciais do desenvolvimento na inducdo da migracdo de
precursores neurais e poda sinaptica, promovendo a remielinizacdo, removendo
detritos, além de fornecer suporte tréfico e monitoramento imunologico (Lloyd e Miron,
2019).

A microglia ativada para um perfil citotoxico diminui a expressdo de marcadores
anti-inflamatorios, regulando positivamente a produgdo de produtos promotores da
inflamacédo, induzindo a producdo de glutamato, espécies reativa de oxigénios,
citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, ativando o sistema complemento e regulando
positivamente ceélulas imunes periféricas. A aumentada expressdo da proteina
molécula adaptadora de ligagéo de calcio ionizado 1 (IBA-1) € vista como um marcador
de reatividade glial (Ito et al., 1998). IBA-1 desempenha um papel crucial no rearranjo
do citoesqueleto da microglia ativada e esta envolvida na regulacdo da movimentacao
celular e fagocitose, especialmente durante condi¢des inflamatérias como a EM e seus
modelos experimentais (Abdi et al., 2021; Bystrom et al., 2014). Esse tipo de ativacéo,
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predominante na fase neurodegenerativa e crénica da EM, contribui para a formacao e
perpetuacado de les6es desmielinizantes e dano aos Olig (Sun et al., 2023).

De modo geral, as evidéncias indicam que no inicio da EM a resposta imune da
microglia € menos relevante para a inflamacéao (Wolf et a., 2018). Durante a ativagéo
na EM, a microglia perde a expressdao de marcadores homeostaticos e super regula a
expressao de genes inflamatorios. A via TREM2-APOE, associada a microglia ativada,
induz processos de migragédo, fagocitose e metabolismo lipidico. Em consonéncia com
esses dados, no inicio das lesdes as células microgliais contribuem para o clearance
da mielina, sendo indispenséavel para o processo de remielinizacdo e reparo tecidual
(Lampron et al., 2015).

E digno de nota, que a microglia ndo opera sozinha. Existe um crosstalk entre
microglia e astrocitos que amplificam e cronificam a patologia (Murta et al., 2022).
Skripuletz et al. (2013) demonstraram que a ablacdo de astrocitos no modelo de EM
induzido por cuprizona (CPZ) reduz a depuracdo de debris de mielina, em um
mecanismo dependente de ativacdo microglial. Torna-se evidente que existe um
mecanismo de regulacdo positiva que permeia a manutencdo da atividade astro e
microglial.

Os astricitos sdo as células gliais mais numerosas no SNC, essenciais para a
funcdo e manutencdo sinaptica. Em condicbes homeostaticas, 0s astrocitos
desempenham inimeras funcbes de amparo neuronal atuando no suporte fisico e
trofico, recaptagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, fornecimento de
metabdlitos, equilibrio ibnico, além de atuar como componentes da BHE e mediador
neurovascular (Sun et al., 2023).

Em condi¢des inflamatorias, ha o remodelamento morfolégico, funcional e
molecular dos astrécitos em resposta as injurias no SNC, denominado astrogliose
reativa (Linnerbauer et al., 2020). Em estudos com pacientes e em modelos animais de
EM, observa-se uma marcante hipertrofia dos astrocitos, 0s quais expressam
abundantemente a proteina acida fibrilar glial (GFAP), componente do citoesqueleto
astrocitario que é amplamente aumentado em contextos inflamatérios, além de
sinalizadores neurotédxicos (Sun et al., 2023).

Estudos indicam um papel benéfico dos astrécitos na fase inicial da EM, ja que
sua delecdo em modelos animais da fase aguda aumenta a severidade da doenca e

da inflamacéo do SNC. Ha indicios desses efeitos estarem relacionados ao seu papel
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na manutencado da BHE e no recrutamento da microglia. Por outro lado, a deplecéo de
astrocitos na fase cronica tem sido associada a melhora da doenca e reduzido infiltrado
inflamatdério em modelo de EAE (Mayo et al., 2014).

A astrogliose induzida por meio da liberagéo de interleucina 1- alfa (IL-1a), TNF-
a e do componente 1q do complemento (C1q) pela microglia no perfil associado a
lesbes cronicas interfere na capacidade astrocitaria de promover sobrevivéncia
neuronal, crescimento neuritico e sinaptogénese, ativando um perfil que induz morte
neuronal e oligodendroglial (Liddelow et al., 2017). Argaw et al. (2009) descreveram
que um meio de astrécitos condicionado com TNF-a e IL-1qa, induz a permeabilizagao
da BHE.

Foi visto que a sinalizacéo via interleucina 6 (IL-6) astrocitaria é essencial no
feedback astrécito - microglia, e a ablacdo de IL-6 reduz a ativacdo microglial
(Linnerbauer et al., 2020). Ratos knockout para IL-6 foram resistentes & EAE, sem
manifestacdo clinica, com reduzida migracao inflamatéria periférica e auséncia de
desmielinizacédo (Eugster et al., 1998). Niveis aumentados de IL-6 encontrados no
liquido cefalorraquidiano de pacientes com EM s&o correlacionados com um pior curso
clinico da doenga. Stampanoni et al. (2019) relataram maior nimero de recidivas
clinicas em pacientes com a concentracdo da citocina aumentada no sangue e
perturbacdes na plasticidade sinaptica.

Dessa forma, a progressao inflamatoria, na presenca ou nao de lesdes
desmielinizates, culminam em um conjunto de danos sinapticos e neuronais,
progredindo para neurodegeneracao.

2.2.3 Sinaptopatia

Alteracbes sinapticas estdo sendo descritas como determinantes na
neurodegeneragéo precoce da EM (Mandolesi et al., 2015; Schwarz e Schmitz, 2023;
Stampanoni et al., 2017). O conjunto das alteracdes estruturais e funcionais que levam
ao comprometimento sinaptico é descrito como sinaptopatia, e envolvem uma ampla
cascata de fatores decorrente do desequilibrio de neurotransmissores em areas
corticais e subcorticais, levando a perda sinaptica e potencialmente perda neuronal
(Bellingacci et al., 2021). Neste contexto, ha a desregulacao do eixo excitacado/inibi¢cdo
em que, apesar de haver uma variacao regional, sinapses excitatorias costumam ser
fortemente prevalecidas em detrimento de sinapses inibitérias (Mandolesi et al., 2015;
Schwarz e Schmitz, 2023) (Figura 4).
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Figura 4. Sinaptopatia inflamatdria na esclerose multipla (EM) e encefalomielite autoimune
experimental (EAE). Perturbacbes das maquinarias celulares e moleculares pré-sinapticas e poés-
sinapticas podem afetar profundamente a transmisséo sinaptica, alterando a neurotransmissao e induzindo
uma resposta mal adaptativa no microambiente do sistema nervoso central (SNC). (A) Na sinapse
saudavel, as concentracBes de neurotransmissores excitatorios (glutamato) e inibitérios (acido gama-
aminobutirico) na fenda sinaptica sdo moduladas por um controle estrito da liberacdo do transmissor,
degradacéo ou recaptura. (B) Citocinas pro-inflamatdrias liberadas por linfocitos autoreativos e microglia
ativada induzem disfun¢éo sindptica nos sistemas glutamatérgico e GABAérgico na EM e EAE. (C) Além
disso, a inflamacéo pode induzir altera¢8es estruturais, compreendendo perda sindptica caracterizada por
degeneracdo do sitio pré-sinaptico e/ou pos-sinaptico e alteragbes do compartimento glial. Fonte:
Adaptado de Mandolesi et al. (2015).

A cronicidade da ativacao inflamatoria e o perfil de mediadores podem alterar a
transmissao sinptica e a plasticidade (Stampanoni et al., 2019). Mori et al. (2014)
relataram na EAE que o bloqueio de interleucina 1-beta (IL-1B) diminui a transmisséao
inibitéria, mediada pelo neurotransmissor GABA, modula a plasticidade sinptica no
hipocampo. Tanto a reducgdo inibitéria quanto o fortalecimento excitatorio neste
contexto, levam a disfungéo sinaptica (Stampanoni et al., 2019).

O sistema excitatorio, mediado pelo neurotransmissor glutamato, é altamente

prevalecido na EM. A ativacdo continua e prolongada dos receptores glutamatérgicos
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pelo glutamato, desencadeia uma sobrecarga de Ca?* intracelular, e processos que
levam a morte celular, conhecido como excitotoxicidade. Tais alteracdes sao
positivamente reforcadas pela ativagcéo inflamatoria através de citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e liberacdo de glutamato, que induzem a excitotoxicidade do
glutamato e perda de redes neuronais (Mandolesi et al., 2015; Schwarz e Schmitz,
2023).

Em resposta a maior liberacdo de glutamato, ocorre o aumento na insercao de
receptores excitatérios (Musella et al., 2016). Neste cenario, 0 aumento na desordem
da sinalizagédo e a dessensibilizacdo dos receptores por hiperatividade € prevalecida
(Haroon et al., 2017). O bloqueio farmacoldgico do receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico (AMPAR) e do receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDAR)
apresenta resultados positivos quanto a perda sinaptica, retracdo dendritica e quadro
clinico da EAE, demonstrando que a ativagdo continua do mesmo é fundamental para
os efeitos neuronais deletérios e favoraveis a sinaptopatia (Musella et al., 2016;
Mandolesi et al., 2015; Sulkowski et al., 2014).

NMDAR séo significativamente mais sensiveis as alteracdes nos niveis de
glutamato, quando comparado a outros receptores glutamatérgicos (Boa et al., 2021).
Estes receptores sdao compostos por duas subunidades GIuN1 estruturais, acoplada a
duas subunidades funcionais variaveis que podem ser GIuN2A-D e GIUN3A-B (Paoletti
et al., 2021). Entre as subunidades dos NMDAR, a GIuN2 é considerada a principal
determinante da diversidade funcional desses receptores (Paoletti, 2013). Destacam-
se a GIuN2A e a GIuN2B, que desempenham papéis ativos em diferentes aspectos
fisiologicos e patologicos, como aprendizagem, memoria e excitotoxicidade do
glutamato (Schwarz e Schmitz, 2023). As subunidades GIuN2 diferem entre si por
inimeros fatores, dentre eles, destaca-se a diferenca na ativagdo e dessensibilizacao
ao glutamato. Enquanto a GIuN2A, encontrada principalmente em regiées sinapticas
no SNC maduro, possui taxa de dissociacdo do glutamato mais rapida e favorece a
eficacia da transmissédo sinaptica. Ja ativacdo da GIuN2B, ocorre predominantemente
no SNC em desenvolvimento, em regifes adjacentes a sinapse ou extrassinapticas,
exibindo uma taxa de dissociagdo do glutamato mais lenta. Isso contribui para a
integracdo dos sinais provenientes de diferentes areas do cérebro, e reduz a eficacia
da transmissdo sinaptica (Paoletti e Neyton, 2007; lacobucci e Popescu, 2017).

Notavelmente, GIuN2B exibe maior sensibilidade do glutamato comparado a GIuN2A
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(Bao et al., 2021).

A modulacéo da expresséao de GIuUN2A e GIuN2B pode ser influenciada devido ao
aumento de atividade e excitotoxicidade do glutamato. Como a composi¢cdo dos
NMDAR ¢é altamente relevante para funcao do receptor, a troca das suas subunidades
tem sido relatada na EM (Aradjo et al.,, 2017). O aumento nos niveis desse
neurotransmissor pode comprometer os mecanismos de recaptacdo, levando ao
extravasamento sinaptico. Esse processo patolégico favorece a ativacdo da
subunidade GIuN2B em regides extrassingpticas, resultando em uma ativagéo
prolongada do receptor. O conjunto de tais eventos contribui para uma integracao
sinaptica prolongada e um influxo continuo de Ca2+ nas células neuronais, culminando

em processos neurodegenerativos (lacobucci e Popescu, 2017; Araudjo, 2014).
2.2.3.1 Recaptacédo de glutamato

O controle da preservacdo dos niveis basais de glutamato extracelular é
imprescindivel para minimizar possiveis ruidos sinapticos e manter uma sinalizagéo
apropriada (Tameh et al., 2013). Na sinaliza¢do glutamatérgica, a ativacao de AMPAR,
NMDAR e sinalizacdo Ca?* dependente, é mantida incessantemente caso os niveis de
glutamato extracelular se mantenham. A concentracdo aumentada do
neurotransmissor em regides sinpticas e extra-sinpticas leva a ativagédo continua dos
receptores e subsequente exposicdo excessiva e/ou prolongada ao glutamato,
culminando em uma via indutora de morte celular, em um processo descrito como
excitotoxicidade do glutamato (Mahmoud et al., 2019; Dahlmanns et al., 2023).

A depuracdo do neurotransmissor excedente do espago extracelular é feita
eficientemente pelos astrécitos, que dispdem de transportadores de aminoacidos
excitatérios (EAATS) e realizam o controle da homeostase do glutamato. Sé&o
conhecidas 5 isoformas de EAATs em humanos, sendo as 2 primeiras mais
representativas em niveis de expresséao e atividade em astrécitos. EAAT1 e EAAT?2,
conhecidos em murinos como transportador de glutamato aspartato (GLAST) e o
transportador de glutamato 1 (GLT-1) respectivamente, s80 responsaveis pela
depuracédo de 80 a 90% do glutamato total no SNC (Mahmoud et al., 2019).

Nos astrocitos, o glutamato é convertido em glutamina e posteriormente liberada
no espaco extracelular, onde é absorvida pelos neurdnios, armazenada em vesiculas

no terminal pré sinaptico como precursora para sintese de glutamato (Verkhratsky e
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Nedergaard, 2018; lovino et al., 2020) (Fig. 5).
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Figura 5. Recaptacdo de glutamato por astrécitos. Apos a liberacdo de glutamato na fenda sinaptica,
os transportadores de aminoacidos excitatorios 1 (EAAT1) e o transportador de amino&cidos excitatorios
2 (EAAT2) nos astrocitos removem o neurotransmissor da fenda, convertendo-o em glutamina.
Posteriormente, a glutamina é transformada novamente em glutamato nos neurdnios. Fonte: Adaptado de
Hristov et al. (2023).

Este mecanismo é desvirtuado no ambiente inflamatorio, onde a presenca de IL-
1B e TNF-a reduz a expressao de EAATSs, limitando a recaptagdo de glutamato e
tornando o0 ambiente extracelular propicio para hiperexcitabilidade. A microglia ativada
para um perfil citotéxico também pode exibir este perfil, contribuindo para o aumento
na concentracdo de glutamato em resposta mediada pela influéncia da imunidade
periférica (Schwarz e Schmitz, 2023). A contencdo da inflamacdo permite que o
mecanismo homeostatico seja recuperado. Contudo, na cronicidade da EM a
hiperexcitabilidade € prevalecida e o dano neural se torna progressivo (Mandolesi et
al., 2013).

O transbordamento de glutamato diminui a capacidade de retencdo do
neurotransmissor, ativando majoritariamente  NMDAR extrassinpticos, que
desencadeiam correntes de entradas lentas e favorecem o sincronismo de potenciais
de acao (Mahmoud et al., 2019; Haroon et al., 2017). Em conjunto, estes fatores

acarretam na atrofia e regressdo de espinhas dendriticas, comprometendo a
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integridade sinaptica (Haroon et al., 2017).

Estudos mostram que alteracdes sinapticas ocorrem em areas de neurbnios
desmielinizados e ndo desmielinizados na EM, tendo mediadores inflamatorios
contribuindo para a eliminacdo das sinapses, e de modo independente da
desmieliniza¢&o. ISso nos sugere uma interagao direta entre inflamacao e as alteragdes
sinapticas, que nao necessariamente passam pela desmielinizacdo na doenca
(Mandolesi et al., 2015; Jiurgenset al., 2016).

Nos ultimos anos, varios farmacos imunossupressores e imunomoduladores
foram introduzidos para controlar a fase inflamatéria da EM. No entanto, até o
momento, nenhum tratamento abordou completamente todas as fases da doenca
(Healy et al., 2022). Especificamente em relacdo a sinaptopatia, enfrentamos uma
lacuna terapéutica desafiadora, que é um aspecto frequentemente negligenciado da
doenca. Isso ressalta a urgéncia de pesquisa e desenvolvimento de abordagens
eficazes para preservar a integridade sinaptica e mitigar os impactos durante a

progressao da EM.
2.3 TRATAMENTOS

Por ser uma doenca ainda sem cura, e devido a escassez de tratamentos para
todas as fases da EM a maioria dos tratamentos disponiveis atuam na modulagéo
inflamatoéria e contengdo dos picos sintomaticos. A depender da combinacao
farmacologica, podem até atrasar ou até melhorar modestamente a incapacidade
(Hauser e Cree, 2020). As estratégias medicamentosas de maior eficacia baseiam-se
na reducdo da apresentacdo de antigenos, ou contencdo da migragao de linfécitos ao
SNC (Hauser e Cree, 2020) (Tabela 1). Entretanto, dentre os medicamentos
disponiveis para tratar a EM poucos sdo aqueles aplicaveis na contencdo da
progressao neurodegenerativa mediada pela gliose e sinaptopatia (Baecher-Allan et
al., 2018; Faissner et al. 2019).

Tabela 1. Principais terapias modificadoras da doenca aprovadas para esclerose multipla (EM).
Fonte: Adaptado de Hauser e Cree (2020).
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Classe do Nome do
medicamento medicamento Mecanismo de a(;éo Efeito Fase
aplicavel
Reduz
Ocrelizumab Deplecéo seletiva de apresentagao de
. Ofatumumabe linfocitos B que antigenos;
Anticorpo expressam CD20 interrompe o EMRR
monoclonal trafego de EMSP
linfécitos para o
SNC
Natalizumab Inibidor da molécula Inibe a
de adeséo integrina transmigragao EMRR
a4B1 na superficie de através do
linfocitos endotélio do SNC
Bloqueia a saida
Moduladores de Fingolimod Sequestro de dos linfocitos de
esfingosina 1 Sipolimod linfocitos em Orgaos orgéos linféides, EMRR
fosfato Ozanimod linféides impedindo a EMSP
migragao para o
SNC
Inibe a dihidroorotato Inibe a
Imunossupressor Teriflunomida desidrogenase, uma proliferacao de EMRR
enzima envolvida na linfécitos
sintese da pirimidina
Reduz citocinas
pro-inflamatoérias
Regulacéao negativa e aumenta as
do complexo de anti-inflamatérias;
Interferon (IFN) IFN-B (Rebif, histocompatibilidade Inibe a EMRR
de classe | Avonex) proliferacdo de
células T;
Bloqueia o
trafego de células
inflamatérias para
0 SNC
Seu principio ativo, o
trifosfato de
cladribina, se
acumula dentro da Deplecéo
célula, resultando em sustentada de EMRR
Imunomodulador Cladribina interrupgéo do linfécitos TCD4,
metabolismo celular, TCDS8 e Células
danos ao DNA e B CD19

subsequente
apoptose
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Nosso grupo de pesquisa tem mostrado que o imunossupressor fingolimode,
embora seja Ut na reducdo da sinaptopatia, é ineficaz nos fendmenos de
desmielinizacdo/ remielinizacdo (de Padua, 2023 em fase de pré-publicagdo; Cruz,
2021 em fase de pré-publicacdo). Atualmente, existem 2 medicamentos em fase Ill de
andlise pelo Food and Drug Administration (FDA) para o uso nas condigdes
progressivas da EM. O siponimod, um modulador especifico dos receptores de
esfingosina-1-fosfato no sistema linfatico, reduzindo a migracdo de linfécitos para o
SNC. J& o ocrelizumab, anticorpo monoclonal especifico para proteina CD20 de
linfocitos B, leva a sua deplecdo seletiva. Apesar de serem aplicaveis a fase
degenerativa da EM, ambos apresentam menos de 30% de reducdo do risco de
progressao da incapacidade (Faissner 2019; Dimitriou et al., 2023). Portanto, fica claro
que ainda é necessario desenvolver terapéutica com melhor eficacia. E de suma
importancia estudos que visem investigar novas estratégias aplicaveis para a conter a
degeneracdo mediada pela atividade glial e progresséo da doenca.

2.3.1 Pranlucaste

Pranlucaste (PLK) (Onon®, Azlaire®) é um inibidor da ativacdo do leucotrieno D4
(LTD 4) através do antagonismo competitivo seletivo do receptor de cisteinil leucotrieno
1 (CysLTR1) em células endoteliais e principalmente em células imunes (Yokoyama et
al., 1998). CysLT sao mediadores lipidicos bioativos que contribuem para o quadro
fisiopatologico da asma e demais condi¢cdes respiratorias. Inibindo a via dos CysLT, o
PLK previne edema das vias aéreas, contracdo do musculo liso e aumento da secre¢édo
de muco, reduzindo o broncoespasmo. O medicamento € indicado para o tratamento
profilatico da asma brbénquica cronica e rinite alérgica em pacientes pediatricos e
adultos (NCBI, 2024; Keam et al., 2003).

O receptor CysLTR1 também é encontrado em células endoteliais
microvasculares no cérebro. Em modelos de lesdo traumatica, observou-se uma
expressao induzivel em neurdnios e células gliais (Zhang et al., 2004). A ativacao desse
receptor estd associada a varias formas de lesdes cerebrais, como trauma, isquemia,
tumores e na EM, onde medeia processos de excitotoxicidade e gliose (Zhang et al.,
2004; Zhang e Wei, 2005; Shi et al., 2015; Mirshafiey e Jadidi-Niaragh, 2010).

Por outro lado, o bloqueio do receptor demonstrou diversos efeitos
neuroprotetores, incluindo a reducdo na permeabilidade da barreira hematoencefélica,

a prevencao da formacéo de cicatriz glial e a protecdo contra eventos isquémicos e
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excitotoxicos (Yu et al., 2005; Liu et al., 2022; Ding et al., 2006; Ding et al., 2007). Ao
antagonizar o receptor com PLK a 0,1 mg/kg, Ding et al. (2006) observaram a
recuperacao da perda da densidade neuronal, redugcéo do volume da lesdo e reducao
da densidade de NMDAR, em um modelo de lesdo excitotoxica induzida pela
microinjecdo de NMDA. Paralelamente, o tratamento com PLK ndo apenas diminuiu a
densidade do NMDAR, mas também reduziu significativamente a expressdo de mRNA
para o CysLTR:. Essa regulacéo positiva entre o bloqueio do CysLTR1 e a reducédo de
NMDAR evidencia o envolvimento do receptor na excitotoxicidade.

Paralelamente, o antagonismo destes receptores foi associado a inibicao de
GPR17 (Chen et al.,, 2018). Esta correlagédo existe, uma vez que CysLTR sé&o
filogeneticamente proximos aos receptores GPR17, sendo ativados duplamente pelos
leucotrienos e por nucleotideos de uracila. Devido ao grau de homologia, antagonistas
dos CysLTR inibem a ativagdo de GPR17 em diferentes contextos (Chen et al., 2018).
Inimeras evidéncias apontam para o0 GPR17 como possivel agente impeditivo da
remielinizacdo, uma vez que o seu aumento na superficie de OPC bloqueia a
diferenciacdo e maturacdo em Olig mielinizantes (Dziedzic et al., 2020; Chen et al.,
2009).

Hennen et al. (2013) relataram melhora na maturacdo de Olig e aumento nos
niveis de MBP de maneira dependente da inibicio de GPR17 em cultura de
oligodendrocito priméaria. Foi descrita a participacdo do PLK na inducdo da
remielinizacdo, através da inibicdo de GPR17 (Theron et al., 2014). Assim, ao
antagonizar este receptor, PLK estimula a remielinizacao, diferenciacéo a Olig maduros
e sua sobrevivéncia (Seyedsadr e Ineichen, 2017; Ou et al., 2016). Ademais, a inibicdo
de GPR17 promove diretamente a contencdo da inflamacdo na EM, sendo
potencialmente promissor para a recuperacao da mielina em analise de tecido post
mortem e em modelos de EM (Angelini et al., 2021; Lecca et al., 2021).

Além dos efeitos envolvendo o antagonismo dos CysLTR1, como a inibicdo de
GPR17 e os efeitos nos NMDAR, PLK foi descrito como possivel modulador de vias
anti-sinaptogénicas. Capra et al. (2015) utilizando células endoteliais, constataram que
um pré-tratamento com PLK preveniu o rearranjo do citoesqueleto por intermédio de
Rho-A, uma proteina anti-sinaptogénica regulada positivamente na EAE (Stern et al.,
2021). Baer et al. (2009) demonstram que a inibicdo de Rho-A é efetiva para a

diferenciacdo de OPC, indicando que a modulacao inibitéria desta proteina pode ser
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benéfica para a recuperacao da mielina. Manresa-Arraut et al. (2018) descreveram que
o knockout de RhoA especificamente em células T reduz significativamente a incidéncia
e gravidade da EAE, o que coincide com uma infiltracdo reduzida de células T.

Considerando este cenério, alguns estudos tém evidenciado o papel
neuroprotetor do PLK frente a lesbes do SNC e doencgas neurodegenerativas como a
isquemia focal cerebral e a doenca de Alzheimer (YU et al., 2005; Tang et al., 2014).
Porém, ndo ha estudos que busquem observar o papel do PLK frente aos multiplos
aspectos da fisiopatologia da EM.

Deste modo, o PLK surge como uma promissora op¢ao terapéutica ao integrar a
acdo anti-inflamatéria através do antagonismo de CysLTRi, inibicdo do receptor
GPR17 e blogueio de vias anti-sinaptogénicas. Acredita-se que a abordagem trifasica
do PLK atue nos trés pilares da fisiopatologia da EM, oferecendo uma perspectiva

terapéutica abrangente.
2.4 MODELO DE EM POR INTOXICACAO POR CUPRIZONA

E possivel mimetizar aspectos da doenca em modelos animais por meio de
estratégias diferentes. Dentre os diferentes modelos que mimetizam a patologia da EM,
0s mais comumente estudados sdo (1) o modelo de desmielinizacdo autoimune por
EAE; (2) modelos induzidos por virus, principalmente infeccdo pelo virus da
encefalomielite murina de Theiler, (3) e modelo de intoxicagdo por lisolecitina
(Procaccini et al., 2015). A maioria dos modelos investiga a participagéo dos linfécitos
T e B no SNC. No entanto, a fisiopatologia da EM envolve a ativacéo de diversos grupos
celulares e mecanismos, demandando modelos que possam refletir essas mudancgas.
Cada modelo € capaz de mimetizar marcas distintas da EM e a adog&o de cada modelo
em pesquisas é guiada pelo tipo de pergunta a ser respondida (Friese, 2016; Ji et al.,
2022).

No presente estudo, empregamos o modelo de intoxicacdo por CPZ, o qual induz
um insulto global sem comprometer a BHE, resultando em danos em varias areas do
sistema nervoso central, incluindo desmielinizacdo, inflamacao e altera¢des sinapticas
(Martinez e Peplow, 2020). Desta forma, o modelo de CPZ mimetiza a neuroinflamacéo
desmielinizante da EM, muito util para estudar mecanismos de renovacao de Olig,
astro- e microgliose, e sinaptopatia (Martinez e Peplow, 2020; Araujo et al., 2017;
Araujo, 2014).
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Este contexto permite investigar de forma mais restrita o efeito de tratamentos
sobre componentes residentes do SNC (Araujo et al., 2017; Zhan et al., 2020; Espirito-
Santo et al., 2023). Dependendo da concentracdo, a intoxicagdo por CPZ pode
desencadear o comprometimento de outros Orgdos, principalmente o figado, e
letalidade (Palumbo e Pellegrini, 2017; Vega-Riquer et al., 2019). No entanto, foi
demonstrado que a concentracdo de 0,2% de CPZ misturado a racdo moida, leva a
desmielinizacdo abrangente no encéfalo e na medula espinhal sem prejuizo a outros
orgdos periféricos (Araujo et al., 2017; Zhan et al., 2020).

A CPZ é um quelante de cobre que tem como alvo metaloenzimas que
compromete a atividade da enzima citocromo oxidase mitocondrial, dependente de
cobre. Este mecanismo, diminui a fosforilagcdo oxidativa e produz alteracdes
degenerativas, especificamente em Oligs por mecanismos ainda nao conhecidos. A
deficiéncia de cobre gera uma falha metabdlica em Olig que culmina na reducédo do
metabolismo energético, através do dano oxidativo mitocondrial e do reticulo
endoplasmatico (Sen et al., 2021; Marenna et al., 2022). Olig entram em processo de
apoptose por ndo suportarem a extensa demanda metabdlica derivada da quelacéo de
cobre, enquanto outros tipos de células ndo séo afetados (Jhelum et al., 2020; Zhan et
al., 2020). O resultado, € a desmielinizacdo e ativacdo glial, sem alteragbes na
permeabilidade da BHE ou infiltracdo de células imunes periféricas (McMurran et al.,
2019) (Figura 6).
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Adaptado de Sen et al., 2019.

Nosso grupo tem se dedicado aos estudos dos mecanismos fisiopatologicos da
doenca no sistema visual utilizando o modelo de intoxicagdo por CPZ (Araujo et al.,
2017; Espirito Santo et al., 2021; Espirito Santo et al., 2023). Mais recentemente,
trabalhos do grupo avaliam possiveis terapias para o tratamento da EM e seus
mecanismos de acao no cortex visual, uma regido fortemente comprometida na EM (de
Padua, 2023 em fase de pré-publicacdo; Cruz, 2023 em fase de pré-publicagéo).
Considerando a caréncia de tratamentos eficazes para a EM, uma intervencéo
farmacologica eficaz em todos os aspectos fundamentais da doenca o torna uma
estratégia terapéutica altamente promissora.

Os efeitos do PLK sdo amplamente documentados em linfocitos e outras células
imunoldgicas periféricas, devido ao seu uso clinico estabelecido (Yokoyama et al.,
1998). No entanto, seus efeitos no SNC sdo menos conhecidos, assim sua influéncia
na patologia da EM e impacto nas células gliais ainda néo foram elucidados. Portanto,

acreditamos que este estudo pode fornecer insights significativos sobre como um
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medicamento originalmente destinado ao tratamento da asma pode afetar diretamente

as alteracoes fisiopatologicas em um modelo de EM.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Descrever os impactos do tratamento com pranlucaste nos aspectos

fisiopatoldgicos associados a EM no cortex visual do modelo de cuprizona.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o comportamento visual de animais modelo de EM submetido ao

tratamento com PLK nas doses de 0,1 e/ou 0,2 mg/kg;

Il.  Investigar a desmielinizag&o atraves da expressdo de MBP e CNPase em animais
modelo de EM apos tratamento com PLK nas doses de 0,1 e/ou 0,2 mg/kg;

lll.  Estudar a neuroinflamacdo acessando a expressao de lba-1, GFAP e IL-6 em
animais modelo de EM submetido ao tratamento com PLK nas doses de 0,1 e/ou
0,2 mg/kg;

IV. Analisar as alteracdes sinapticas acessando a densidade de sitios sinapticos
inibitérios (expressdo gefirina) e as subunidades de NMDAR (expressao de
GIluN2A e GIuN2B) em animais modelo de EM submetidos ao tratamento com PLK

nas doses de 0,1 e/ou 0,2 mg/Kkg;

V. Examinar a expressdo dos transportadores de glutamato em animais modelo de

EM submetidos ao tratamento com PLK na dose de 0,1 mg/Kg.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Camundongos machos sui¢cos (Mus musculus) de 5 a 6 semanas de vida foram
mantidos por 5 semanas no biotério experimental do Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT) da UENF, mantidos num ciclo de luz artificial de 12 horas/12 horas a
uma temperatura ambiente controlada com irrestrito acesso a racao e agua. Todos os
procedimentos com animais estdo de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratorio e foi aprovado pelo Comité de Etica em Cuidados Animais (CEUA-UENF),

sob o numero de protocolo 506.
4.2 TRATAMENTOS

Para implementacdo do modelo de desmielinizacdo inflamatoria induzida por
cuprizona que mimetiza aspectos fisiopatologicos da EM, os animais foram alimentados
com racdo comercial moida suplementada com 0,2% de CPZ (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, 776920) por 5 semanas (Matsushima e Morell, 2001).
Animais controle receberam exclusivamente a racdo comercial moida. Paralelamente,
animais que receberam racdo com CPZ foram tratados com injecfes intraperitoneais
(IP) diarias de salina ou de PLK (Cayman 10008319) na dosagem de 0,1 ou 0,2 mg/kg.
Dessa forma, o tratamento foi dividido em trés grupos experimentais como indicado na
Tabela 2.

Tabela 2: Padréao de tratamento dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Alimentacéo Injecéo
Controle (CTL) Racédo comercial moida Solucéo salina
Cuprizona (CPZ) Racao comercial moida + 0,2% Cpz Solucéo salina
Pranlucaste (PLK) Racéo comercial moida + 0,2% Cpz Plk (0,1 ou 0,2 mg/kg) diluido em salina

4.3 IMUNOFLUORESCENCIA

Apbs o 35° dia de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia mediante
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uma sobredosagem da combinacdo de ketamina/xilasina (na proporcao de 1:1 p/v e
75% plv, respectivamente), administrada por via intraperitoneal. Durante o
procedimento anestésico, os animais foram submetidos a perfuséo intracardiaca com
solucao fixadora (tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 e 4% de paraformaldeido), conduzida
por um periodo de 20 minutos em bomba de perfusdo (Masterflex 7554-80). A taxa de
infuséo foi ajustada para simular a pulsacéo, assegurando que o fixador penetrasse de
maneira suave e constante nos tecidos cerebrais. Ao fim do processo, 0os animais foram
decapitados, e o tecido cerebral foi separado das meninges e submersos em solucéo
fixadora overnight para completar o processo de fixacdo. No dia seguinte, os tecidos
foram crioprotegidos com solucdo de sacarose (20%). ApoOs, os cérebros foram
incluidos em meio de congelamento (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, #4583) e
congelados com nitrogénio liquido por 5 minutos. Posteriormente, secgdes de 14 um
do cortex visual foram obtidas em criomicrétomo (Leica CM1860) montados em laminas
previamente gelatinizadas e mantidas a -20°C até que fossem utilizadas.

Para imunofluorescéncia, as fatias foram submetidas a trés lavagens com PBS
1X (salina tamponada com fosfato 1x 0,1M, pH 7,1) 3 vezes por 5 minutos e submetidas
a recuperacao antigénica especifica para o tipo de marcagao. Posteriormente, as fatias
foram incubadas em solucdo de bloqueio de sitios inespecificos (3% de Albumina de
Soro Bovino, 5% de Soro Normal de Cabra e 0,2% de Triton X-100) diluidos em PBS
1X por 2 horas. Os cortes foram incubados overnight com os anticorpos primarios
(Tabela 3) diluidos em solu¢éo de bloqueio a aproximadamente 4°C em camara umida.
No dia seguinte, os tecidos foram lavados com PBS 1X, as fatias foram incubadas por
mais 2 horas com os anticorpos secundarios conjugados a Alexa Fluor (Tabela 4)
diluidos em solucéo de blogueio. Terminando esse periodo, as fatias foram lavadas por
imersdo com PBS 1X, as laminas foram fechadas com ProLong Gold conjugado com
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ThermoFisher, P36931). As laminas foram mantidas
no escuro em temperatura ambiente para completa secagem. As observacdes e
captura das imagens se deram nas camadas | a V do cortex visual e isoladamente na
camada IV do cértex visual (Fig. 7), utilizando microscopio de fluorescéncia (Zeiss
germany axioplan).

Para cada fatia cerebral foram capturados 3 campos, considerando os valores
médios entre os campos. O processamento e quantificacdo das imagens foram feitos

com o software FIJI (Image J) e os parametros quantificados para cada marcacao
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foram: a densidade integrada de marcacéao (IntDen), que corresponde a intensidade de
marcac&o por area marcada; e a fracdo de area marcada (% Area), correspondendo a

razao area marcada/area total.

Tabela 3. Especificacdo dos anticorpos primarios

Anticorpo primario Diluicdo Diluicéo IF Recuperacéo Origem Empresa

WB antigénica
a- B actina 1:700 - - mouse Sigma (A 5441)
a-CNPase 1:500 - - mouse Sigma (C 5922)
a-GAPDH 1:1000 - - mouse Sigma (Mai-16757)
a- Geferina 1:300 1:50 Tampdo citrato mouse Santa Cruz (Sc-25311)
a-GFAP 1:500 1:350 Tampéo citrato rabbit Sigma (G 9269)
a-GLAST 1:5000 - - goat Sigma (Sab2502157)
a-GLT-1 1:500 - - rabbit Sigma (Sab2104141)
a-1BA-1 - 1:100 Tampéo citrato rabbit Fujifilm (019-19741)
a-1L-6 - 1:30 Tampao citrato rat Thermo Fisher (Amc0864)
a-MBP - 1:200 Tampéo citrato chicken Aves Lab (Ab_2313550)
a- GIuN2A 1:500 - - rabbit Merck (07-632)
a-GIuN2B - 1:250 Pepsina rabbit Merck (Ab1557p)

Tabela 4. Especificacdo dos anticorpos secundarios

Anticorpo Secundario Diluicao WB Diluicao IF Empresa
|
Alexa fluor 488 a- chicken - 1:400
Alexa fluor 546 a- mouse - 1:1000 Invitrogen (A 11003)

Alexa fluor 488 a- rabbit - 1:400 Invitrogen (A 11034)



Alexa fluor 546 a- rabbit

Alexa fluor 546 a- rat

1000

: 1000
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Invitrogen (A 10040)

Invitrogen (A 11081)

IRDye 680 LT a- rabbit 1:20.000 ] Li-cor (926-68021)
IRDye 800 CW a- rabbit 1:20.000 ) Li-cor (926-32211)
IRDye 800 CW a- mouse 1:20.000 ) Li-cor (926-32212)
IRDye 680 LT a- mouse 1:20.000 ] Li-cor (926-68020)
IRDye 680 LT a- goat 1:20.000 Li-cor (926-68024)
IRDye 800 CW a- goat 1:20.000 Li-cor (926-32214)

Figura 7. Demarcagao das camadas e regido de interesse no cértex visual murino. (A) Imagem
de corte coronal de encéfalo de camundongo corado por coloracdo de Nissl. Retangulo preto indica a
regido de interesse para o0 nosso trabalho (cortex visual). (A) Marcacdo dos nicleos com DAPI para
delimitagdo das camadas. (B) Ampliagédo do cortex visual evidenciando as distintas camadas corticais,
de | a V. Retangulo pontilhado evidencia a camada IV, onde realizamos nossas analises em maior
aumento. Nucleos marcados em azul por coloragdo com DAPI. (C) Marcacao para MBP evidencia que
as camadas mais profundas do coértex correspondem a regido de maior mielinizacdo. Retangulo
pontilhado evidencia a camada IV, onde realizamos nossas analises em maior aumento. Aumento de
10x.

4.4 WESTERN BLOTTING

Ao findar os 35 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados por exposi¢cao
ao didxido de carbono (CO32). Os cortices visuais foram extraidos e macerados a 0°C
em 100uL em tampao de lise (50 mM Tris HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,5% desoxicolato
de sadio, 0,1% SDS, 1% Triton X 100), adicionado a um coquetel de inibidores de
proteases (mini coquetel inibidor de proteases, Roche, 11836170001) e inibidor de

fosfatases (1mM ortovanadato de sodio, Merck, 450243). As amostras foram dosadas
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com o kit de ensaio de proteina Pierce™ BCA (ThermoFisher, 23225) e ajustadas com
tampao de lise para a concentragao final de 2ug de proteina/uL. Tampao Laemmli
(277,8 mM Tris HCI pH 6,8, 44,4% glicerol (v/v), 4,4% SDS, 0,02% bromophenol blue)
com (-mercaptoetanol na proporgéo 1:10 foi adicionado as amostras, que foram entdo
fervidas por 5 minutos e entdo armazenadas a -20°C para posterior utilizag&o.

O volume de 20uL de amostra foram aplicadas a cada raia do gel SDS/PAGE,
submetidas a eletroforese sob corrida continua a 80 V por gel (BioRad PowerPack
1000). Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF
(Amersham™ Hybond®) com amperagem fixa de 60 mA durante 90 minutos
(PowerPac™ HC, Biorad). A eficacia da transferéncia foi observada através da
revelacdo das proteinas na membrana feita com o vermelho de Ponceau (0,1% (w/v)
Ponceau S, 5% &cido acético glacial, diluido em agua Milli-q).

Posteriormente, realizou-se incubagdo da membrana com solugcéo de bloqueio
(leite em pé desnatado Molico a 5%) diluido em TBS-T (20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM
NacCl, 0,1% Tween 20) por 2 horas a fim de bloquear os sitios inespecificos. Apds o
blogueio, as membranas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios
(Tabela 3) diluidos em solucao de bloqueio. No dia seguinte, a membrana foi lavada
com TBS-T e incubada por 60 minutos com o anticorpo secundario (Tabela 4). Apds a
incubacdo, a membrana foi lavada com TBS-T para posterior revelacdo em sistema
Odyssey XF (Licor). Apos a revelacao, as imagens foram obtidas no Software Li-cor e

analisadas no software FIJI (Image J) para andlise de densidade Optica das bandas.
4.5 TESTE “VISUAL CLIFF”

ApGs cinco semanas de tratamento, os camundongos foram submetidos ao teste
Visual CIliff de forma adaptada ao que foi escrito por Walk et al. (1957). O teste
comportamental visa avaliar o discernimento da visdo de profundidade nos animais
submetidos ao tratamento (Tzameret et al., 2019; Fox, 1965). Neste contexto, 0s
camundongos foram posicionados em um sistema que reproduz a aparéncia de um
penhasco (Fig 8). O aparato é composto por uma caixa de vidro (medidas na Fig. 8),
com uma placa do mesmo material (3mm) encaixada na parte superior, servindo como
“tampa”. A superficie conta com uma plataforma de vidro (5 cm altura) centralizada,
coberta por um adesivo preto, que divide o aparato em duas partes iguais. Em um dos
lados, a placa de vidro esta coberta com um adesivo quadriculado (1x1 polegada) que
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fornece pistas ambientais indicando que a superficie € segura, denominado lado seguro
do aparato (LS). O outro lado simula uma queda ingreme ilusoria, denominado “lado
penhasco” (LP), onde a parte inferior (60 cm de altura) € decorada com 0 mesmo
adesivo quadriculado, fornecendo sinais visuais distintos de profundidade, enquanto a
tampa de vidro que recobre este lado fica descoberta. Para reduzir possiveis ruidos

visuais, uma placa de MDF envolveu a parte superior do aparato.

A B

Lado seguro Lado penhasco

5cm

40cm /

60 cm

25¢m 25cm

Figura 8. Aparato visual cliff. (A) Esquema representativo do aparato com viséo da parte lateral e superior
do aparato, com descricdo das medidas e identificacdo dos lados. (B) Vista superior do aparato utilizado
com camundongo posicionado na plataforma central e envolvido com placa de MDF.

Em ambiente controlado, cada camundongo individualmente foi colocado na
plataforma central sob observacéo e gravacao. Ao descer da plataforma, o animal era
retirado, o aparato limpo com alcool para retirar quaisquer pistas olfativas, sendo
devolvido para a plataforma central. Este processo foi repetido durante 5 minutos para
todos os animais.

Tradicionalmente, o critério de avaliagdo é fundamentado no nimero de descidas
para um dos lados S ou P (Fox, 1965). Aqui, utilizamos adicionalmente o critério de
exploracdo como forma complementar a avaliacao da interacdo do animal com os lados
do aparato, analisando o comportamento dos roedores em se afastar ou se interessar
pela &rea profunda, também sendo um forte indicador do comprometimento visual.

4.5.1 Andlises das taxas de exploracéo e descida

As gravacdes foram avaliadas para analise dos parametros de exploracédo e
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namero de descida para cada lado. Foi considerado descida quando todas as patas
do camundongo estavam em um dos lados S ou P, completamente fora da plataforma
central. A cada vez que o evento se repetia, era considerado 1 ponto. O critério para
analise da exploracado foi baseado no movimento da cabec¢a do animal em dire¢édo a
cada lado. Foi avaliado com 0,5 pontos todas as vezes que o animal explorou de forma
rapida e avaliado com 1 ponto todas as vezes que o animal explorou de forma mais
demorada e ou se inclinava para um dos lados. Como forma de reduzir a subjetividade
da andlise, apenas uma pessoa ficou responsavel por analisar os dados do teste
comportamental.

A taxa de descida foi obtida a partir do nimero de descidas para cada lado, pelo
namero de descidas totais. Esse protocolo também foi utilizado para obter a taxa de
exploragdo. Os valores foram plotados no prisma e analisados estatisticamente de

forma igual as outras metodologias.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas foram feitas no software GraphPad Prism 9 (Prism
Software, Irvine, CA, USA) onde a variancia dos dados entre 0s grupos experimentais
foi analisada com o teste OneWay ANOVA e post-teste Tukey de multiplas
comparacoes. O teste-t de Student foi utilizado para realizar a analise entre os dados
do mesmo grupo. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e as
diferencas significativas foram consideradas quando * P< 0,05, ** P<0,01, ** P<0,001,
% P<(0,0001.

5. RESULTADOS

5.1 Tratamento com PLK a 0,1mg/kg previne a disfuncao visual induzida pelo
modelo de EM induzido por CPZ
Disfungbes visuais estdo entre as manifestacdes clinicas mais comuns em
pacientes com EM, atingindo cerca de 80% dos casos em algum grau durante o curso
da doenca. O comprometimento de vias aferentes, envolvidas no processamento da
informacéo visual, sdo altamente prevalentes (Balcer et al. 2000; Araujo et al., 2017).
Assim, investigamos indicios de comprometimento na visdo de profundidade dos

animais com e sem a presenca do PLK, pelo teste “Visual Cliff”.
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Como esperado, animais CTL com a funcdo do cortex visual normal desceram
significativamente mais o LS, assim como exploraram mais este lado (p < 0,0001 e p <
0,0001) (Fig. 9 A e B). Por outro lado, animais CPZ nao exibiram preferéncia, de forma
similar para os dois lados (p = 0,5700), apesar de explorar mais o LS (p = 0,0434). Além
disso, comparado com o CTL, o grupo CPZ desceu e explorou com mais frequéncia o
LP (p = 0,0449 e p = 0,0030 respectivamente), refletindo o comprometimento na visao
de profundidade. O grupo PLK, por sua vez, exibiu taxas de descida e exploracéo dos
lados S e P similares as do CTL, voltado para o LS (p = 0,8781 e p = 0,4634,
respectivamente). Ainda, animais do grupo PLK desceram e exploraram mais o LS
gquando comparados ao grupo CPZ (p = 0,0338 e p = 0,0052 respectivamente),
indicando a eficacia do medicamento em prevenir disfun¢des na visao de profundidade
no modelo de EM.

Em resumo, os animais tratados com PLK exibiram um comportamento
exploratério e de descida no teste do Visual Cliff semelhante ao grupo CTL. Por outro
lado, o grupo tratado com CPZ demonstrou um comportamento exploratorio e de

descida oposto.
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Figura 9. PLK reverte o comprometimento na visdo de profundidade afetada no modelo de
cuprizona no teste Visual Cliff. (A) Taxa de descida para o lado seguro (LS) e lado penhasco (LP) de
animais dos grupos experimentais CTL, CPZ e PLK 0,1 mg/kg, comparativamente de forma intra e
intergrupos. Taxa obtida do total de descidas para o LS ou LP pelo total de descidas. (B) Taxa de
exploracéo do LS e LP de animais submetidos ao teste comportamental. Taxa obtida a partir do tempo de
exploragdo do LS ou LP pelo tempo de exploracao total. Comparagéo intragrupo: A; onde A p < 0,05, AA,
p <0,01; AAA, p <0,001; (média + SEM, teste-t para analises intragrupo). Comparagdes intergrupos: CTL
LS (a), CPZ LS (b), CTL LP (c), CPZ LP (d); onde a, b, c p < 0,05, aa, bb, cc p <0,01, aaa, bbb p <0,001;
(média + SEM, one way-ANOVA, pés teste Tukey).
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5.2 Pranlucaste a 0,1 mg/kg previne parcialmente a desmielinizagdo em modelo
de EM induzido por cuprizona

Para além dos efeitos comportamentais visuais, buscamos avaliar os marcadores
moleculares fisiopatologicos do modelo, no cortex visual dos animais, com e sem a
presenca do PLK.

As vias visuais sdo altamente mielinizadas e particularmente suscetiveis a
desmielinizacéo (Sekyi et al., 2021). A fim de aferir a desmieliniza¢éo induzida por CPZ
Nos Nossos experimentos e avaliar o efeito do PLK neste aspecto, foi realizada a IF
para MBP (Fig. 10). Como descrito na literatura (Purves et al., 2010), animais CTL
exibem uma diferenca na densidade de fibras mielinizadas entre as camadas corticais,
sendo as mais internas correspondentes as regifes de maior mielinizacao (Fig. 10 A).
Embora haja uma redugéo qualitativa da imunomarcagédo para MBP no cortex visual do
grupo CPZ e uma discreta prevencao dessa perda nos animais PLK (0,1 mg/kg), a
analise da densidade global das camadas nao revelou essa diferenca (p=0,1876) (Fig.
10 B). Contudo, a avaliagdo da camada IV, com expressiva mielinizacdo no CTL,
apresentou intensa reducéo de MBP no grupo CPZ, sendo essa reducao atenuada nos
animais PLK (p = 0,0096) (Fig. 10 C).

Considerando que as camadas mais profundas do cértex visual (IV e V)
apresentam alteracfes mais expressivas, optamos por investigar os efeitos do

tratamento especificamente na camada IV.
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Figura 10. Imunomarcacdo de MBP é reduzida na camada IV do cortex visual do animal modelo de
EM induzido por cuprizona. (A) Imunofluorescéncia para MBP a partir de fatias do cértex visual contendo
as camadas celulares de | a V ou apenas a camada |V (retratada pelo retangulo branco) a partir de animais
alimentados com racado controle (CTL), racdo suplementada com cuprizona a 0,25% (CPZ) ou alimentados
com CPZ e tratados com pranlucaste 0,1 mg/ kg (PLK). Marcacdo dos nlcleos com DAPI. (B)
Quantificacdo da densidade integrada de marcacdo de MBP das camadas | a V. Aumento de 100x. (C)
Quantificacdo da densidade integrada de marcagédo de MBP da camada IV. Aumento de 400x. (média *
SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p < 0,0001 one way-ANOVA e poés teste Tukey; barra de
escala representa 100 ym Camadas I-V ou 20 ym Camada 1V).

Resultado semelhante é refletido pela marcacdo para CNPase, enzima presente
na mielina e em oligodendrdcitos, importante para a maturacdo e desenvolvimento
deste grupo celular (Baburina et al., 2013). Tanto a imunomarcacao para CNPase na
camada IV do cortex visual (Fig. 11 A e B), quanto o seu conteudo analisado por WB
a partir do cortex visual total € significativamente reduzida no grupo CPZ comparada
ao CTL (Fig. 11 C e D) (p = 0,0099 e p = 0,0012 respectivamente). Por outro lado, o
tratamento com PLK (0,1 mg/ kg) foi capaz de prevenir a reducdo da expressdo da
CNPase (IF e WB) vista no grupo CPZ, assim como observado para MBP (p = 0,0472
e p = 0,0499).
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Figura 11. Imunomarcacdo de 2',3'-Ciclonucleotideo 3'-fosfodiesterase (CNPase) é reduzida na
camada IV do cértex visual do animal modelo de esclerose multipla (EM) induzido por cuprizona.
Imunofluorescéncia para CNPase a partir de fatias do cértex visual na camada IV a partir de animais dos
respectivos grupos. Marcacdo dos nicleos com DAPI. (B) Quantificacdo da densidade integrada de
marcacdo de CNPase da camada IV. Aumento de 400x. (C) Western blotting para CNPase a partir de
amostras do cértex visual. (D) Quantificagdo do Western blotting com valor da densidade da banda relativa
ao controle. Densidade da banda de GAPDH foi utilizada para normalizacdo. (média + SEM, * p < 0,05, **
p <0,01; *** p < 0,001; one way-ANOVA e pos teste Tukey; barra de escala representa 20 um).

Notamos uma desmielinizacdo significativa no cortex visual no modelo de EM
induzido por CPZ. Por outro lado, a administragcdo de PLK (0,1 mg/kg) demonstrou
prevenir a desmielinizagéo ao restaurar parcial ou completamente a presenca de MBP

e CNPase, respectivamente, na camada IV ou no cértex visual como um todo.

5.3 Pranlucaste a 0,1 mg/ kg atenua a inflamac&o do modelo de EM induzido por

cuprizona, sem afetar a reatividade astrocitaria e microglial

A inflamacé&o tem uma importancia vital no desenvolvimento e manutencéo da EM.
A ativacado astro- e microglial e a secrecao de fatores pro-inflamatorios contribuem para
a desmielinizacdo e alteragcbes sinapticas descritas (Espirito-Santo et al., 2017;
Coutinho et al., 2023).

Dado que a reatividade dos astrocitos € um componente do processo inflamatorio

subjacente a patogénese tanto da EM quanto do modelo induzido por CPZ, procuramos
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avaliar a modulacdo da GFAP ap0s o tratamento com PLK (0,1 mg/kg). A expressao
aumentada desta proteina astrocitaria em contextos inflamatérios pode indicar
reatividade dos astrdcitos, pois astrocitos corticais ndo reativos geralmente expressam
niveis reduzidos de GFAP (Araujo et al., 2017). A andlise por IF para GFAP revelou
aumento na expressdo da proteina no grupo CPZ em comparagdo aos hiveis do
controle no cortex visual (p = 0,0328) e na camada IV (p = 0,0076) (Fig. 12 A, B e C).
Entretanto, esse perfil reativo ndo foi atenuado nos animais tratados com PLK no cortex
e na camada IV (p = 0,0538 e p = 0,0186 respectivamente). Em consonancia com
estes resultados, também foi visto um aumento significativo na astrogliose por WB a
partir de amostras do coértex visual total (Fig. 12 D e E) em CPZ (p = 0,0166) e PLK (p
= 0,0028).
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Figura 12. Reatividade astroglial é aumentada no coértex visual do animal modelo de esclerose
multipla (EM) induzido por cuprizona. (A) Imunofluorescéncia para GFAP a partir das camadas |-V
(100x) ou apenas na camada IV (400x) (retratada pelo retangulo branco) do cértex visual de animais dos
respectivos grupos. Setas brancas ressaltando a morfologia celular. Marcac¢édo dos nucleos com DAPI. (B)
e (C) Quantificacdo da densidade integrada de marcacéo de GFAP nas camadas |-V ou apenas na camada
IV do cortex visual. (D) Western blotting para GFAP a partir de amostras do coértex visual primario. (E)
Quantificacdo do Western blotting com valor da densidade da banda dos grupos CPZ e PLK 0,1 mg/kg
relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (média £+ SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01; one way-ANOVA e pés
teste Tukey; barra de escala representa 100 um Camadas |-V ou 20 ym Camada V).

z

Apesar da densidade da GFAP entre CPZ e PLK néo variar, é notavel uma

mudanca no perfil morfolégico astroglial. No grupo PLK, astrocitos reativos para GFAP
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assumem um perfil menos ramificado em comparacdo com CPZ (Fig. 12A setas
brancas evidenciam a morfologia).

Outro tipo de célula glial envolvida no contexto neuroinflamatério da EM é a
microglia, que pode ser identificada pela expressédo de IBA-1 (Guerrero e Sicotte,
2020). Imunofluorescéncia para IBA-1 confirmou que o modelo CPZ ativa o perfil reativo
microglial (p = 0,0013) (Fig. 13). O tratamento com PLK (0,1mg/ kg) também né&o

reduziu a microgliose (p = 0,0055).
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Figura 13. Reatividade microglial € aumentada no cdrtex visual do animal modelo de esclerose
multipla (EM) induzido por cuprizona. (A) Imunofluorescéncia para IBA-1 a partir da camada IV do cortex
visual de animais dos respectivos grupos. Marcagdo dos nicleos com DAPI. Aumento de 400x. (B)
Quantificacdo da densidade integrada de marcacgéo para IBA-1 na camada respectiva. (média + SEM, ** p
< 0,01; one way-ANOVA e pds teste Tukey; barra de escala representa 20 ym).
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A analise da imunomarcacao para IL-6 indicou um aumento da citocina na camada
IV do cortex visual murino no tratamento com CPZ, corroborando com o aumento na
reatividade glial vista no modelo (Fig. 13, p = 0,0067). De forma interessante, o
tratamento preventivo com PLK reduziu significativamente os niveis de IL-6 disponiveis

no cortex visual quando comparado ao grupo CPZ (p = 0,0005).
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Figura 14. Densidade de interleucina 6 (IL-6) é regulada no co6rtex visual do animal modelo de
esclerose multipla (EM) induzido por cuprizona. (A) Imunofluorescéncia para IL-6 a partir da camada
IV do cértex visual de animais dos respectivos grupos. Marcacdo dos nucleos com DAPI. Aumento de
400x. (B) Quantificacdo da densidade integrada de marcacdo para IL-6 ha camada respectiva. (média +
SEM, ** p < 0,01; *** p < 0,001; one way-ANOVA e pos teste Tukey; barra de escala representa 20 um).

Examinamos marcadores inflamatérios caracteristicos da EM ao observar a
atividade de astrdcitos e microglias, bem como a expressao da citocina IL-6, apés a
administracdo de PLK (0,1 mg/kg) no modelo de CPZ. Embora o PLK néo tenha
mitigado diretamente a reatividade de astrdcitos e microglia, notamos um reducdo nos
processos astrocitarios, indicando uma possivel regulacdo no padrdo de atividade
celular. Adicionalmente, a aplicagdo de PLK (0,1 mg/kg) resultou em uma significativa
reducao nos niveis de IL-6, uma citocina pré-inflamatoéria, em comparagao com o grupo

tratado apenas com CPZ.

5.4 PLK atenua parcialmente as altera¢cdes sinapticas induzidas pelo modelo de
EM

Foi descrito pelo nosso grupo que a ativacdo glial cronificada e o consequente
cenério pro-inflamatorio altera a transmisséo sinaptica nas vias visuais subcorticais no

modelo de CPZ, sendo um fendbmeno critico para o desenvolvimento e manutencéo da
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sinaptopatia (Espirito-Santo et al., 2021). Com o intuito de relatar o efeito do PLK frente
a sinaptopatia, foram avaliados diferentes aspectos sinapticos da EM.

Investigamos este aspecto no cortex visual e o efeito do tratamento com PLK por
meio da andlise da expresséo da gefirina, uma proteina de densidade pds-sinaptica
inibitéria. Observamos sua expressao aumentada no grupo CPZ também no cortex
visual por meio de IF (p = 0,0102) e WB (p = 0,0434) (Fig. 15). Entretanto, o PLK néo

foi capaz de reverter tais alteracdes em ambas as andlises, apesar de nao diferir

estatisticamente do CTL.
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Figura 15. Densidade de sitios pés sinapticos inibitérios € aumentada na camada IV do cdrtex visual
do animal modelo de esclerose multipla (EM) induzido por cuprizona mas ndo no cértex como um
todo. (A) Imunofluorescéncia para gefirina a partir da camada IV do cortex visual de animais dos
respectivos grupos. Marcagdo dos nucleos com DAPI. Aumento de 400x. (B) Quantificacdo da densidade
integrada de marcacao para gefirina na camada respectiva. (C) Western blotting para gefirina a partir de
amostras do cértex visual primario. (B) Quantificacdo do Western blotting com valor da densidade da banda
dos grupos CPZ e PLK 0,1 mg/kg relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (média £ SEM, * p < 0,05, **
p <0,01; ** p < 0,001; one way-ANOVA e pos teste Tukey; barra de escala representa 20 um).

Nosso grupo relatou a modulagao das subunidades GIuUN2A/GIUN2B em modelo
animal de EM em regides subcorticais (Araujo et al., 2017). Aqui, caracterizamos essas

alteracdes no cortex visual do modelo de CPZ e verificamos o efeito do PLK.
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Inicialmente, avaliamos a expressdo da subunidade GIuUN2A por WB, que néo
aparentou ser alterada entre os grupos experimentais (Fig. 16 A e B). Ao analisarmos
a subunidade GIuN2B por IF, notamos uma tendéncia de aumento em animais tratados
com CPZ em comparagdo com o grupo controle (p = 0,2313). No entanto, devido ao N
amostral reduzido, essa diferenca ndo foi estatistica (Fig. 16 C e D). Entretanto,
observamos uma reducdo do PLK em comparacdo com a CPZ (p = 0,0313).
Interessantemente, a analise qualitativa indica haver uma mudanca na morfologia entre
os grupos (Fig. 16 quadrados evidenciam a morfologia). Animais CTL apresentaram
marcacgao que indicam presenca ao redor da membrana e dentro da célula, enquanto
0s demais grupos pareciam estar expressos em regides de neuritos ou em regides que

se assemelhavam a prolongamentos gliais.
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Figura 16. Participacdo das subunidades 2A e 2B dos receptores NMDA no cértex visual do animal
modelo de EM induzido por cuprizona. (A) Western blotting para NMDA2A a partir de amostras do
cortex visual primario. (B) Quantificacdo do Western blotting com valor da densidade da banda dos grupos
CPZ e PLK 0,1 mg/kg relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (C) Imunofluorescéncia para GIuN2B a
partir da camada IV do cortex visual de animais dos respectivos grupos. O quadrado pontilhado mostra a
diferenca morfoldgica entre os grupos. Marcacao dos ndcleos com DAPI. Aumento de 400x. (D)
Quantificacdo da densidade integrada de marcacgéo para GIuN2B na camada respectiva. (média + SEM, *
p < 0,05; one way-ANOVA e pods teste Tukey; barra de escala representa 20 um).

Em conjunto, estes resultados sugerem que o PLK pode favorecer a regulacao de
GIuN2B no modelo de intoxicagao por CPZ.



57

5.5 Tratamento preventivo com PLK a 0,1 mg/ kg promove aumento do

transportador de glutamato no cortex visual em modelo de CPZ

A recaptacdo do glutamato € um evento essencial na prevencao de mecanismos
excitotoxicos e € uma alteracdo presente nas disfuncdes encontradas na EM. No
modelo de CPZ, foi observado por WB um aumento do conteudo do transportador
astrocitario GLAST quando comparados ao CTL (p = 0,0024), que sofreu ainda maior
aumento no grupo PLK (p = 0,0002) comparado ao CPZ (Fig. 17 A e B). Por outro lado,

ndo houve alteragées no contetdo do transportador GLT-1 entre os grupos (Fig. 17 C
e D).
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Figura 17. Recaptacgéo de glutamato € modulada no cértex visual do animal modelo de EM induzido
por cuprizona. (A) Western blotting para GLAST a partir de amostras do cortex visual primario. (B)
Quantificacdo do Western blotting com valor da densidade da banda dos grupos CPZ e PLK 0,1 mg/kg
relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (D) Western blotting para GLT-1 a partir de amostras do cortex
visual primario. (B) Quantificacdo do Western blotting com valor da densidade da banda dos grupos CPZ
e PLK 0,1 mg/kg relativa ao CTL normalizadas por PONCEAU. (média + SEM, ** p < 0,01; *** p < 0,001;

one way-ANOVA e pds teste Tukey).

Assim, os resultados indicam que o tratamento com PLK favorece mecanismos

de recaptacao de glutamato.

5.6 Tratamento preventivo com PLK a 0,2 mg/ kg previne a disfuncao visual, mas

n&o modula a desmielinizag&o e ativagao astroglial induzida pela CPZ

Embora a concentracdo de PLK em 0,1 mg/kg seja amplamente empregada em
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diversas condi¢cdes experimentais, Ou et al. (2016) relataram efeitos benéficos na
maturacao de Olig através de injecdes IP na dose de 0,1 mg/kg, administradas a cada
12 horas. Desta forma, uma vez que o tratamento preventivo com PLK na concentracao
de 0,1 mg/kg apresentou resultados muito promissores, decidimos investir em um
aumento da dose para 0,2 mg/kg. Nosso objetivo era investigar se a atividade do
medicamento poderia ser regulada de forma dose-dependente e, consequentemente,
melhorar seus resultados.

Inicialmente, avaliamos a fung&o do cortex visual dos animais nos respectivos
grupos utilizando o teste do “Visual Cliff” descrito anteriormente (Fig. 18 A e B). Similar
ao resultado obtido no primeiro teste, animais CTL tiveram maior taxa de descida e
exploracdo para o LS (p < 0,0001 e p < 0,0001). Enquanto animais CPZ reproduzira, a
andlise anterior, ndo apresentaram preferéncias quanto ao lado de descida e
explorando mais o lado S (p = 0,5700 e p = 0,0434 respectivamente). JA 0s animais
tratados com a dose ajustada de PLK reproduziram o comportamento dos animais CTL,
descendo e explorando significativamente mais para o LS (p < 0,0005 e p < 0,0010).
De forma similar, os animais reproduziram o comportamento quando comparados ao
grupo CPZ, ao descer e explorar significativamente mais o LS (p = 0,0338 e p = 0,0052,
respectivamente).

Esses dados indicam que a dose ajustada do PLK (0,2 mg/kg) foi igualmente atil

em prevenir o dano a visédo de profundidade no modelo CPZ.
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Figura 18. A visdo de profundidade é modulada no modelo de cuprizona no teste Visual Cliff. (A)
Taxa de descida do lado seguro (LS) e lado penhasco (LP) de animais dos grupos experimentais CPZ e
PLK 0,2 mg/kg relativa ao CTL, submetidos ao teste comportamental Visual Cliff. Taxa obtida a partir do
tempo de exploracdo do LS ou LP pelo tempo de exploracéo total. (B) Taxa de exploracdo do LS e LP de
animais submetidos ao teste comportamental. Taxa obtida do total de descidas para o LS ou LP pelo total
de descidas. Comparacéo intragrupo: A; onde A p < 0,05, AA, p <0,01; AAA, p <0,001; (média £+ SEM,
teste-t para andlises intragrupo). Comparacdes intergrupos: CTL LS (a), CPZ LS (b), CTL LP (c), CPZ LP
(d); onde a, b, c p < 0,05, aa, bb, cc p < 0,01, aaa, bbb p < 0,001; (média + SEM, one way-ANOVA, pés
teste Tukey).

Para investigar se a prevencdo dos déficits visuais com a concentracao
aumentada reflete na atenuacdo de aspectos patogénicos da EM, avaliamos os
mesmos parametros descritos anteriormente.

Na imunomarcacéao para CNPase por WB, o tratamento com PLK a 0,2 mg/kg nao
preveniu a desmielinizacdo comparado ao CTL (p = 0,0006), sendo equivalente ao perfil
desmielinizante da CPZ (Fig. 19 A e B).
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Figura 19. Concentracdo aumentada de PLK néo é capaz de modular a mielinizagdo. (A) Western
blotting para CNPase a partir de amostras do cortex visual primario de animais dos grupos descritos e
normalizadas por GAPDH. Quantificacdo do Western blotting (B) com valor da densidade da banda dos
grupos CPZ e PLK 0,2 mg/kg relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (média + SEM, * p < 0,05, * p
<0,01; *** p <0,001; one way-ANOVA e pos teste Tukey).

A avaliacdo do perfil inflamatorio glial através da marcacdo para GFAP por WB
revelou ndo haver a prevencao da astrogliose na concentragcdo aumentada de PLK (p
= 0,0264) (Fig. 20 A e B).
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Figura 20. Concentracdo aumentada de PLK ndo é capaz de modular a astrogliose. (A) Western
blotting para GFAP a partir de amostras do cortex visual primario de animais dos grupos descritos e
normalizadas por GAPDH. Quantificacdo do Western blotting (B) com valor da densidade da banda dos
grupos CPZ e PLK 0,2 mg/kg relativa ao CTL normalizadas por GAPDH. (média + SEM, * p < 0,05; one
way-ANOVA e pos teste Tukey).

A auséncia de efeito na desmielinizacéo utilizando a dose 0,2 mg/kg sugere que
a dose inicialmente empregada no estudo (0,1 mg/kg) é mais eficaz no combate a

desmielinizac&o inflamatdria observada no modelo.

6. DISCUSSAO

Abordagens terapéuticas que atuem de forma abrangente influenciando os
diferentes aspectos fisiopatolégicos da EM (ativacdo de células imunoldgicas
periféricas e residentes do SNC, desmielinizacdo, sinaptopatia e neurodegeneracao),
permanecem um desafio (Healy et al., 2022). A maioria dos farmacos disponiveis para
EM atuam na imunossupressado ou imunomodulacdo, tendo como alvo células imunes
periféricas. O efeito é a reducdo da migracdo linfocitaria ao SNC, e reducdo da
producdo de mediadores inflamatorios (Hauser e Cree, 2020). Dessa forma, resultam
na reducdo dos surtos inflamatérios, sem influenciar os mecanismos de reparo ou
neuroprotetores (Mey e Desilva, 2023). Visando esse efeito mais abrangente, o
presente estudo buscou explorar o potencial terapéutico preventivo do PLK no modelo
de intoxicacdo por CPZ. Este farmaco € um anti-inflamatoério de uso clinico que vem
sendo descrito por seu papel na maturacao de Olig e mecanismos remielinizantes (Ou
et al., 2016). PLK também foi descrito pela inibicdo de vias anti-sinaptogénicas como a
Rho-A (Capra et al., 2015) e tem demonstrado atenuacdo das aberragdes sinapticas, e
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dos aspectos neuroinflamatorios e neurodegenerativos em modelos de lesdo isquémica
e a doenca de Alzheimer (YU et al., 2005; Tang et al., 2014).

Utilizando concentracdo de 0,1 mg/kg, o PLK demonstrou ser eficaz em: 1)
prevenir déficits na visdo de profundidade, 2) prevenir a desmielinizacdo, 3) atenuar a
neuroinflamacao e aspectos da sinaptopatia da EM. Enquanto a dose aumentada (0,2
mg/kg), apesar de ser Gtil em prevenir os danos funcionais no discernimento de
profundidade, ndo apresentou efeitos moleculares protetores dentro dos parametros
investigados. Ao abranger os 3 pilares da EM, desmielinizacdo, inflamacédo e
sinaptopatia, 0 PLK se apresenta como uma promissora terapia, que precisa de
investigacdes mais profundas de modo a se compreender melhor os mecanismos pelos
quais reduz os danos observados no modelo de EM.

Neste trabalho, utilizamos o cortex visual como regido anatémica de interesse,
uma vez que na EM até 80% dos pacientes sofrem de algum tipo de comprometimento
visual (Bellingacci et al., 2021). Frequentemente, pacientes com EM experimentam
algum grau de disfungao visual, como neurite Optica, que € marcada pela inflamacéo e
desmielinizac&o do nervo optico. Entretanto, é importante ressaltar que nem todos os
pacientes com comprometimento visual apresentam neurite Optica, 0 que sugere que
outros danos no sistema visual podem estar contribuindo para esses sintomas (Mey e
DeSilva, 2023, Araujo et al., 2017). Assim, na EM, ocorrem diversas alteracdes ao longo
da via visual, desde a retina até areas superiores do coértex visual e regides associativas
visuais (Graham e Klistorner, 2017).

O sistema visual se sobressai como uma das vias mais acessiveis para investigar
comprometimentos no SNC, possibilitando uma analise ndo invasiva dos impactos da
degeneracdo no comportamento animal (Marenna et al., 2022). Embora uma variedade
de testes comportamentais sejam empregados para avaliar critérios de cognicao,
motricidade e estresse no modelo de CPZ (Zhang et al., 2022; Sen et al., 2019), até o
momento ndo foram descritos os efeitos comportamentais da intoxicacdo por CPZ na
funcao do cortex visual, que inclui o discernimento da visdo de profundidade. Portanto,
para preencher essa lacuna, utilizamos um teste comportamental estabelecido, o Visual
Cliff, adaptado ao nosso contexto (Fox et al., 1965).

O Visual Cliff € um teste bem estabelecido utilizado para identificar danos do
sistema visual (Fox et al., 1965). A analise da funcao visual foi objetiva e eficientemente

avaliada pelo Visual CIiff na disfuncdo retiniana e degeneracdo por lisolecitina
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(Tzameret et al., 2019; Ji et al.,, 2022). No nosso trabalho, o teste comportamental
destacou o comprometimento visual de animais do grupo CPZ, que ndo enxergam
corretamente a profundidade da regido que simula o penhasco da regido segura. Em
contrapartida, os animais tratados com PLK (0,1 mg/kg) recuperaram a capacidade
sensorial de avaliar a profundidade de forma eficaz, evitando significativamente o LP.
Indiscutivelmente, o teste revelou-se eficaz em contrastar animais de acordo com o
comprometimento pela primeira vez no modelo de CPZ.

O comprometimento comportamental é reflexo das alteraces moleculares que
identificamos por meio das analises realizadas no cortex visual. Esta regido critica é
responsavel pelo processamento da visdo de profundidade. Especificamente, a
camada IV do cortex visual, examinada neste estudo, € descrita como a primeira regiao
neural a integrar informagdes provenientes de ambos os olhos, um processo essencial
para a percepg¢ao precisa da distancia e da localizacao relativa dos objetos no espaco
tridimensional. Essa integracdao de informacdes binoculares na camada IV do coértex
visual nos permite discernir com precisao a profundidade e a distancia dos objetos ao
nosso redor (Purves et al., 2010; Guido, 2018). Dessa forma, prejuizos em qualquer
etapa da via visual, compromete que a informacdo chegue até a regido de
processamento no coértex visual, gerando o comprometimento funcional do sistema
(Purves et al., 2010).

Analisando mais profundamente a camada IV e o cortex visual como um todo,
constatamos um comprometimento significativo do sistema visual no modelo de
intoxicagdo por CPZ em vérios niveis. Neste estudo, observamos que a
desmielinizacéo induzida no cértex visual apds 5 semanas de intoxicagcdo com CPZ a
0,2% resultou em uma acentuada perda das proteinas da mielina MBP e CNPase,
conforme evidenciado pelas analises de IF e WB, confirmando a eficacia do modelo em
replicar as alteracGes caracteristicas da desmielinizacdo na EM. Estes achados estédo
em consonancia com estudos anteriores que demonstram que a CPZ a 0,2% leva ao
comprometimento do sistema visual, com desmielinizacdo no nervo Optico, ndcleo
geniculado lateral (regido subcortical), além de gerar prejuizos funcionais na conducao
nervosa ao longo de vias visuais (Hainz et al., 2017; Araujo et al., 2017; Marenna et al.,
2022).

Apb6s confirmarmos o modelo de desmielinizacdo, procedemos com a avaliacéo

dos efeitos do tratamento com PLK (0,1 mg/kg). Os resultados revelaram que o
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tratamento com PLK (0,1 mg/kg) foi eficaz na prevencédo parcial ou total da perda de
MBP e CNPase, respectivamente. Isso sugere um potencial terapéutico promissor
contra a desmielinizagdo do cértex visual no modelo CPZ. Embora ndo haja estudos
especificos que investiguem a atividade do PLK na prevenc¢do da desmielinizacéo na
CPZ, evidéncias suportam o efeito benéfico do PLK na mielinizacdo em diversos
contextos. Através da inibicdo de GPR17, PLK (0,1 mg/kg a cada 12 horas) promoveu
a remielinizacéo induzida por lisolecitina, outro modelo animal de EM (Ou et al., 2016).
Hennen et al. (2013) anularam completamente a sinalizagdo de GPR17 de forma dose-
dependente com PLK (30 pM) in vitro, regulando positivamente a densidade de Olig
maduros.

A inibicdo de GRP17 pelo PLK, e consequente protecdo a mielina, pode ser
atribuida a homologia que existe entre CysLTR e GPR17, tornando-o altamente
suscetivel ao antagonismo pelo PLK (Ciana et al., 2006). Assim, além de prevenir a
desmielinizacdo na CPZ, é viavel acreditar que PLK regula positivamente mecanismos
de maturacdo e sobrevivéncia de oligodendrdcitos, através da inibicdo de GPR17.
Contudo, ndo podemos descartar que os efeitos do PLK sobre a mielina possam ser
em decorréncia de uma reducdo do processo inflamatério (visualizado pela reduzida
imunomarcacao de IL-6 nos nossos resultados), tendo em vista que ele também atua
como antagonista do CysLTR. Embora o mecanismo de acdo enddgeno conhecido do
PLK seja 0 antagonismo de CysTLR1, € importante ressaltar que existem outras classes
de antagonistas de leucotrienos que néo exercem as func¢des descritas aqui pelo PLK
(Gelosa et al., 2017). Por exemplo, o montelucaste, outro antagonista do mesmo
receptor, mostrou ter menor afinidade pelo GPR17 em comparacdo com o PLK
(Hennen et al., 2013). Tendo por isso tido sua utilizacédo preterida em relacdo ao PLK
no presente estudo

Outro mecanismo que poderia justificar a protecdo da mielina pelo PLK, é a
capacidade de inibir RhoA, uma GTPase descrita por regular negativamente a
diferenciacdo de OPCs (Capra et al., 2015; Sterns et al., 2021). Baer et al. (2009)
obtiveram maior taxa de diferenciagcao de Olig ao silenciar ou inibir farmacologicamente
Rho-A, postulando-o como um dos fatores inibitérios da mielinizagdo. Este efeito €
refletido pela afinidade do PLK pelo CysLTR2, o que Ihe permite regular a GTPase Rho-
A (Capra et al., 2015). Essas evidéncias sugerem uma regulacdo mais especifica e

robusta do PLK sobre o CysLTR. Seja através de GRP17, Rho-A ou ambos, esses
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dados indicam fortemente possiveis mecanismos de acdo em que o PLK pode estar
atuando para prevenir a desmielinizacdo. Dessa forma, mais estudos precisam ser
desenvolvidos para desvendar o mecanismo de agao ativado pelo PLK que culmina na
prevencédo dos danos observados. Nosso resultado contribui para a compreensao da
desmielinizacdo induzida pela CPZ no cértex visual, especialmente quando
consideramos a intervencdo farmacologica do PLK. Este aspecto, até entdo néo
explorado na literatura, adiciona uma nova perspectiva ao uso do PLK em condi¢des
desmielinizantes, sendo essencial compreender pontualmente 0s mecanismos
subjacentes a essa condicao.

Paralelamente a desmielinizacéo, a inflamacao e a ativacao das células gliais tém
papel central na fisiopatologia da EM, contribuindo significativamente para a
desmielinizacédo e o dano axonal (Healy et al., 2022). O modelo de desmielinizacéo
induzida pela CPZ permite investigar o papel dessas células frente a patologia
desenvolvida. Assim, nos concentramos em avaliar o tratamento com PLK frente a
ativacdo inflamatoéria das células gliais. Como esperado, notamos um aumento
significativo na reatividade astrocitaria de animais submetidos a dieta com CPZ. De
forma similar, a astrogliose foi descrita no corpo caloso de camundongos tratados em
3 e 5 semanas com CPZ, assim como caracteristicas de hipertrofia e niveis elevados
de GFAP (Kim et al.,, 2018; Sen et al., 2022). Nosso grupo relatou o aumento
significativo nos niveis de GFAP no nucleo geniculado lateral (Araujo et al., 2017). No
hipocampo e no corpo caloso, a ativagao glial foi vista precocemente a desmielinizacéo,
em um modelo de exposi¢cao a curto prazo com CPZ (1 semana) (Tezuka et al., 2013).
Dessa forma, o aumento dos niveis de GFAP no cortex visual murino, observado no
presente estudo, esta de acordo com o que ja foi descrito na literatura para o modelo.

Adicionalmente, o tratamento com PLK (0,1 mg/kg) ndo modulou a reatividade
astroglial. No entanto, em outros modelos inflamatorios e isquémicos, o tratamento com
PLK foi capaz de reduzir a reatividade astrocitaria. Fang et al. (2006) relataram que o
tratamento com PLK (0,01 e 0,1 mg/kg) reduziu a astrogliose em modelo de isquemia.
Yu et al. (2022) observaram reducéo na astrogliose com PLK (0,1 mg/kg IP) em modelo
de meningite induzida por Streptococcus pneumoniae. Embora os niveis de GFAP néo
tenham sido influenciados pelo tratamento com PLK (0,1 mg/kg), observamos que, no
grupo tratado, houve uma menor hipertrofia na morfologia dos astrocitos em

comparagao com o grupo CPZ. A analise qualitativa das alteragdes morfologicas nos
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astrocitos induzidas pelo PLK, pode indicar mudancas na ativacao ou na funcéo dessas
células em resposta a intoxicacdo por CPZ. No entanto, € importante ressaltar que a
andlise qualitativa ndo é suficiente para avaliar o perfil de reatividade dos astrdcitos.
Sao necessarios ensaios que combinem marcadores moleculares de neurotoxicidade
e neuroprotecdo, juntamente com a presenca de astrécitos (Escartin et al., 2021; Cruz,
2023 em fase de pré-publicacéo).

Prosseguindo com as analises sobre a atividade inflamatéria no modelo,
investigamos a ativagdo da microglia. A IF revelou um aumento nos niveis de IBA1 no
grupo tratado com CPZ, corroborando com achados anteriores em outras regides como
o corpo caloso, cerebelo, cortex e no nucleo geniculado lateral, onde a ativacéo
microglial atingiu seu apice em 5 semanas de intoxicacdo por CPZ (Buschmann et al.,
2012; Mohammadi et al., 2021; Petkovic et al., 2017; Roufagalas et al., 2021; Araujo et
al., 2017). Assim como ocorreu com a astrogliose, a administracao de PLK na dose de
0,1 mg/kg ndo exerceu influéncia sobre a reatividade microglial, conforme avaliado pela
IF para IBA-1. Essa observacdo estd em consonancia com dados previamente
descritos na literatura em diferentes modelos experimentais. O PLK (0,01 e 0,1 mg/kg)
ndo reduziu a migracdo e acumulo de macréfagos/microglias CD11b+ em um modelo
de isquemia, apesar de regular a ativagdo e fagocitose microglial (Chu et al., 2006;
Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2013). No entanto, em um modelo de neurotoxicidade
ou depressao induzida por lipopolissacarideo, concentragcdes mais elevadas de PLK
(0,8 mg/kg e 0,6 mg/kg), suprimiram os niveis de IBA-1 (Chen et al., 2017; Lin et al.,
2017). Esses dados indicam que o PLK pode modular a ativacdo microglial de forma
dependente da dose, sugerindo que a dose utilizada no estudo pode néo ter sido
suficiente para avaliar adequadamente esse efeito.

Analisando a inflamagé&o por meio de mediadores inflamatorios, € conhecido que
a ativacdo das células gliais leva a expressao e liberacdo de citocinas e quimiocinas
(Tezuka et al., 2013). A IL-6 é uma das principais citocinas pro-inflamatorias elevadas
na EM. Sua presenca esta fortemente associada ao agravamento da doenca e a
reducdo da plasticidade sinaptica, enquanto sua auséncia resulta na falta de
desmielinizacédo na EAE (Shobeiri et al., 2022; Eugster et al., 1998; Stampanoni et al.,
2019; Eugster et al., 1998). Em nosso estudo, observamos um aumento significativo
nos niveis de IL-6 no cortex visual de animais intoxicados por CPZ, em concordancia

com dados da literatura. Em particular, com apenas 8 dias de intoxicagéo por CPZ, a
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IL-6 é altamente expressa no corpo caloso (Kim et al., 2017). Além disso, a exposi¢ao
de curto prazo a cuprizona (1 semana) induz a expressao de IL-6 em astrocitos, mas
nao na microglia, antes da ocorréncia da desmieliniza¢céo no corpo caloso (Tezuka et
al., 2013). An et al. (2020) relataram aumento na produgédo de IL-6 no homogeneizado
cerebral em duas, quatro e, de forma mais pronunciada, em seis semanas de exposi¢ao
a CPZ. Por outro lado, a administracéo de PLK (0,1 mg/kg) resultou em uma reducéo
significativa nos niveis de IL-6, restaurando-os aos valores observados no grupo CTL.
Esta € a primeira vez que a reducdo da IL-6 mediada pelo PLK é relatada em um
modelo de EM, embora as propriedades imunomoduladoras do PLK sejam amplamente
investigadas devido ao seu uso clinico em condic¢des inflamatérias. Niveis de IL-6 no
liquor de pacientes com epilepsia diminuiram significativamente apds o tratamento com
PLK (Takahashi et al., 2013). Estudos anteriores demonstraram que o PLK inibe a
producéo de IL-6 induzida por lipopolissacarideo em células mononucleares do sangue
periférico, através da inibicdo da translocacdo do fator de transcricdo NF-kB nuclear
(Liu et al., 2022; Ichiyama et al., 2003). Embora o mecanismo subjacente a esse efeito
nao seja totalmente compreendido, sabe-se que nao estéa relacionado ao antagonismo
do receptor CysLTR1 (Ichiyama et al., 2003; Tomari et al., 2003; Ishinaga et al., 2005).
Acreditamos que, ao reduzir os niveis de IL-6, 0 PLK desempenha um papel importante
na diminuicdo da inflamacéo, o que poderia contribuir para a reducao da hipertrofia
astrocitaria observada (Tezuka et al., 2013).

A persisténcia da ativagéo inflamatéria e o perfil de mediadores podem afetar a
transmissao sinaptica e a plasticidade (Stampanoni et al., 2019). As anormalidades
sinapticas decorrentes do ambiente inflamatorio emergem como um dos principais
mecanismos subjacentes a EM (Mandolesi et al., 2015; Musella et al., 2015). Pela
primeira vez, € descrito o efeito do tratamento com PLK na sinaptopatia da EM.

Similar ao descrito pelo nosso grupo no talamo visual (Aradjo et al., 2017),
observamos um aumento significativo na densidade sinéptica inibitoria no cértex visual
de animais tratados com CPZ, evidenciado pela IF para geferina. Por outro lado, a
perda de elementos pds-sinapticos inibitérios no hipocampo e no cértex motor também
é relatada (Ramaglia et al., 2021; Zoupi et al., 2021). A discrepancia nos resultados
pode ser atribuida a diferencas na resposta adaptativa dos circuitos neurais em regiées
especificas do cérebro. A variabilidade anatdémica e funcional entre diferentes regides

cerebrais pode levar a respostas distintas aos efeitos induzidos pela CPZ. Nossos
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dados, em consonancia com dados do grupo, sugerem que a sinaptopatia no sistema
visual resulta no predominio das sinapses inibitorias (Aradjo et al., 2017, de Padua,
2023 em fase de pré-publicacao). Uma vez que sinapses inibitérias sdo um contrapeso
a sinalizacdo glutamatérgica, o aumento observado pode refletir em um mecanismo
compensatorio para modular a excitabilidade neural e atenuar a hiperexcitabilidade
(Aradjo et al., 2017; Rossi et al., 2012). O tratamento com PLK (0,1 mg/kg) nédo afetou
0s niveis de geferina, indicando que seu mecanismo de acao nao influencia a regulacao
de proteinas associadas a densidade sinaptica inibitoria.

A fim de aferir a respeito da ativagdo de sinapses excitatorias, avaliamos os niveis
das subunidades GIuN2A e GIuN2B dos NMDAR no cortex visual. Observamos que a
expressao de GIUN2A néo sofreu alteracdes no modelo ou no tratamento com PLK (0,1
mg/kg). Nosso grupo demonstrou que os niveis de GIuUN2A ndo sdo regulados no
nucleo geniculado lateral em 3 ou 5 semanas de alimentagdo com CPZ (Araujo et al.,
2017). Suhs et al. (2016) também n&o observaram variagdes nos niveis de GIUN2 no
cortex em 5 semanas de alimentacdo com CPZ. Em contrapartida, Tameh et al. (2013)
descreveram o aumento de GIuN2A no corpo caloso desmielinizado por 5 semanas de
CPZ. Estes indicios indicam que a varia¢ao nos niveis desta subunidade na CPZ ocorre
de forma regionalmente especifica no SNC no modelo CPZ.

Ao investigar a expressao da subunidade GIuN2B dos receptores NMDA durante
a intoxicagdo por CPZ, observamos uma forte tendéncia ao aumento dos niveis de
GIuN2B, embora ndo tenha alcangado significancia devido ao reduzido tamanho da
amostra em CPZ. Nosso grupo descreveu no nucleo geniculado lateral um aumento da
subunidade GIUN2B nas sinapses que convergiam para neurdnios inibitérios, indicando
um aumento na inibicdo da atividade neural (Aradjo et al., 2017). Apesar de ndo haver
alteraces significativas nos niveis do receptor, em uma andlise qualitativa observamos
uma variacdo morfolégica entre os grupos experimentais. A morfologia do CTL indicou
sua presenca no corpo celular, refletindo o perfil de GIuUN2B em sinapses no corpo
celular. Embora as sinapses ativas sejam comumente encontradas em grande numero
nos dendritos, um menor niumero delas também pode ser encontrado no corpo celular
(Yang et al., 2020). Devido a integracdo e potencializacdo das entradas sinapticas, as
sinapses no soma sofrerem menor atenuagdo progressiva como a que ocorre ao longo
dos dendritos. As sinapses somaticas sao consideravelmente mais potentes do que as

dendriticas, apesar de estarem em menor nimero (Bao et al., 2021). Estudos anteriores
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descreveram que NMDAR desempenham importante atividade na geracdo de
potenciais de acdo soma. Como sinapses somaticas sdo menos ativas, a subunidade
mais abundante nessas regides é a GIuN2B extra-sinapticos (Bao et al., 2021). E
descrito que a intoxicagéo por CPZ pode modular a proporgcéo entre GIuN2B e GIUN2A
(Arauvjo et al., 2017). A tendéncia de aumento da subunidade GIuN2B em detrimento
da GIuN2A pode afetar profundamente a transmisséo sinaptica (Paoletti et al., 2013).
Isto ocorre devido as propriedades funcionais associadas a ativacao de GIuN2B, como
cinética de decaimento lento. Estes fatores influenciam diretamente a ocorréncia da
depressdo de longa duragdo (LTD), caracterizada pela reducdo na eficacia da
transmissao sinaptica. Por conseguinte, um aumento na atividade de GIuN2B demanda
uma estimulacdo mais intensa para induzir a potenciacao de longa duracao (LTP), que
resulta no aumento da eficacia da transmisséo sinaptica (Paoletti et al., 2013). Por fim,
gera-se um influxo excessivo de Ca?* e ativacdo de vias degenerativas, como descrito
anteriormente.

E possivel que a tendéncia de aumento de GIuUN2B na CPZ, induza um
recrutamento axonal e dendritico da subunidade, o que justificaria a mudanca
morfolégica. Dentre as subunidades de NMDAR, GIuN2B extrassinaptico sdo as que
exibem maior mobilidade entre o corpo celular e regides axonais, que pode ser regulado
pela atividade neuronal (Vieira et al., 2021). Petralha et al. (2010) observaram a
presenca de GIuN2B extra-sinaptico localizado ao longo de dendritos e espinhas pos-
sinapticas. Na maioria dos casos, a subunidade é descrita como acumulada em pontos
proximos a processos celulares adjacentes, incluindo axénios ou células gliais
(Petralha et al., 2010).

Em uma andlise qualitativa, observamos que a marcacédo de GIuN2B na CPZ
apresentou similaridade com a localizagdo axonal e dendritica, além de estar presente
em estruturas que se assemelham a processos astrocitarios. NMDAR funcionais estao
presentes em astrocitos, diferindo dos receptores neuronais na sensibilidade e
permeabilidade idnica (Verkhratsky e Nedergaard, 2020; Gottlieb e Matute, 1997). Em
resposta a injarias no SNC, inclusive na intoxicacdo por CPZ, GIuN2B sdao
significativamente mais expressos em processos astrocitarios reativos (Suhs et al.,
2016; Verkhratsky e Chvétal, 2020). Sua participacdo neste contexto ndo € bem
esclarecida, entretanto possivelmente age como uma resposta ao dano neuronal e
excitotoxicidade do glutamato (Krebs et al., 2003; Verkhratsky e Kirchhoff, 2007).
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Letellier et al. (2016) descreveram que a ativacdo de NMDAR no astrocito causa
despolarizacao local e liberacdo de célcio, resultando na liberacéo de gliotransmissores
inibitérios. O resultado seria o fortalecimento inibitério nas sinapses excitatérias,
enquanto as sinapses de alta probabilidade sao preferencialmente protegidas da
inibicdo. Estes dados indicam que a expressdo aumentada de GIuN2B em astrocitos,
pode ser uam resposta a excessiva estimulacdo glutamatérgica. Dessa forma, o
aumento dos niveis de GIUN2B extra-sinaptico, pode ser relacionado ao aumento dos
niveis de glutamato e seu transhordamento descrito no modelo CPZ (Lee et al., 2020).
Neste contexto, o0 aumento de GIUN2B em detrimento de GIuN2A pode ativar vias de
morte celular. Entretanto, para fundamentar a avaliacdo qualitativa da presenca de
GIuN2B em astrocitos, sdo necessarias analises que co-localizam GIuN2B com
marcadores de neuritos e astricitos. Tais mecanismos precisam ser mais investigados
para compreender a participacdo da subunidade no contexto descrito.

Em contrapartida, apresentamos pela primeira vez que o tratamento com PLK na
dose de 0,1 mg/kg, reduz de maneira significativa os niveis de GIUN2B no cortex visual
de camundongos no modelo CPZ. Este feito pode ser relacionado a atividade
antiinflamatéria do PLK, uma vez que mecanismos de excitotoxicidade podem ativar
vias de sinalizacdo inflamatérias (Marques et al., 2022). Foi descrito que a
excitotoxicidade desencadeada por NMDA induz a ativacdo de CysLTR:1 (Marques et
al., 2022; Ding et al., 2006). Em modelo in vitro de isquemia, a liberacdo de glutamato
e ativacao excessiva de NMDAR, induz a producgéo de CysLT em resposta ao ambiente
inflamatorio (Ge et al., 2006). Zhang et al. (2005) inibiram lesdo isquémica induzida por
microinje¢cdo de NMDA com o tratamento de PLK a 0,3 mg/kg. Ding et al. (2006)
relataram um aumento na expressdo de CysLTR1no cortex e no hipocampo 24 horas
apés lesdo isquémica induzida por injecdo de NMDA, que foi reduzida pelo
antagonismo do PLK (0,1 mg/kg). Neste estudo, o antagonismo de CysLTR1 pelo PLK
(0,1 mg/kg) reduziu o volume da lesdo isquémica de forma similar a ketamina (30
mg/kg), um inibidor de NMDAR (Ding et al., 2006). Esses achados sugerem que
CysLTR1 medeia a neurotoxicidade em diferentes modelos, sendo o PLK capaz de
reduzir tais danos indiretamente através dos receptores.

Estas evidéncias suportam o papel prejudicial da subunidade GIuN2B frente a
injurias do SNC, apontando para um efeito neuroprotetor na reducao da subunidade.

Tendo em vista a reducéo de GIuN2B pelo PLK (0,1 mg/kg) no coértex visual no modelo
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descrito, sugere-se que o papel terapéutico do PLK pode desencadear um potencial
efeito neuroprotetor, contribuindo para melhorias na funcéo sinaptica e para a protecéo
contra disfungdes neuroldgicas.

Decorrente das alteragfes inflamatorias e sindpticas, a homeostase do glutamato
€ comumente alterada na EM, e falhas na recaptacdo do neurotransmissor estao
altamente envolvidas na patologia e reparo da doenca (Vercellino et al., 2007; Vallejo
et al.,, 2006; Stojanovic et al., 2014). Buscando explorar os efeitos das alteracdes
descritas na homeostase do glutamato, avaliamos os niveis dos transportadores de
glutamato astrocitario GLAST e GLT-1. Em nosso trabalho, ndo foram identificadas
alteracbes nos niveis de GLT-1 no cortex visual. No entanto, observou-se uma
regulacdo positiva significativa de GLAST com o tratamento de CPZ. Em consonancia
com nossos dados, Amazi et al. (2013) ndo observaram alteracdes a nivel génico ou
proteico de GLT-1 no cértex telencefélico apés tratamento com CPZ. GLAST, no
entanto, aumentou a nivel de mRNA e da proteina, sendo co-marcado com astricitos
GFAP+ (Amazi et al., 2013). Apesar de GLT-1 ser o transportador mais expresso em
animais adultos, responsavel por 90% do transporte extracelular de glutamato nos
astrocito, em regibes como o cortex, retina e cerebelo o GLAST € mais prevalente (Liu
et al., 2022; Olivares-Bafiuelos et al., 2019; Gruol et al., 2020; Tameh et al., 2013). O
aumento na expressao génica de GLAST, em conjunto com a desmielinizacéo e gliose,
foi relatado no cortex apds 5 semanas com CPZ (Tameh et al., 2013; Azami et al.,
2013). A nivel proteico, os niveis do transportador foram 30% mais altos, cuja
expressao estava restrita aos astrocitos GFAP+. Vallejo et al. (2006) descreveram o
aumento na expressao génica e protéica de EAATL, que corresponde a GLAST em
humanos, em anélises do nervo éptico post mortem. No estudo em questao, a elevada
expressao desses transportadores se refletiu em seu aumento funcional, promovendo
uma maior captura de glutamato no nervo optico in vivo. No sistema visual, a regulacao
dos transportadores parece acompanhar a progressao da doenca.

Em contradicdo com nossos dados, diversos estudos apontam para uma
regulacdo inversamente proporcional entre a progressao da doenca e os niveis dos
transportadores de glutamato (Mandolesi et al., 2015). Ohgoh et al. (2002) e
Olechowski et al. (2010) relataram perda na expressao de GLT-1/GLAST na medula
espinhal na EAE, enquanto Mandolesi et al. (2013) descreveram a reducdo de GLAST

no cerebelo no mesmo modelo. Em todos os estudos, a reducao de GLT-1/GLAST foi
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associada ao aumento dos niveis de GFAP, indicando que a reducdo no numero de
células gliais é improvavel para explicar os niveis persistentemente baixos de proteina
(Ohgoh et al., 2002). E valido pontuar que além dos neurbnios, as células T,
macrdéfagos, e células gliais ativadas, tém potencial para sintetizar e liberar glutamato.
Como outros modelos de EM, como a EAE, contam com o rompimento da BHE e
infiltracdo de macrdéfagos e linfocitos, e maior demanda de mediadores inflamatérios, o
glutamato adicional liberado por estas células podem fornecer um suprimento elevado
e continuo do neurotransmissor, além de induzir maior liberacdo pelas células gliais
(Mandolesi et al., 2015). Dessa forma, € possivel que, neste modelo, a contribui¢éo
periférica eleve de tal forma os niveis de glutamato extracelular, podendo resultar em
down-regulation dos transportadores de glutamato glial como uma resposta adaptativa
ou compensatoria para tentar atenuar os efeitos do excesso de glutamato e proteger o
tecido neural (Mandolesi et al., 2013; Levite, 2017; Mohebiany e Schneider, 2013). J&
no modelo de CPZ, onde podemos avaliar a participacao de células gliais, é possivel
gue 0s mecanismos subjacentes a down-regulation dos transportadores de glutamato
sejam diferentes daqueles na EAE. Acredita-se que a elevacdo glutamatérgica gere o
aumento de subunidades GIuN2B e proteinas de densidade pos-sinaptica para a
insercao destes receptores (Araujo et al., 2017) Assim, a excitotoxicidade na CPZ gera
uma alta demanda para remocdo do glutamato, refletida no aumento dos niveis de
GLAST. A cronicidade da lesao levaria ao ajuste homeostéatico, como forma de lidar
com o aumento do neurotransmissor, em um mecanismo que parece ser dependente
exclusivamente dos astrécitos e que pode auxiliar na recuperagdo do dano tecidual
(Azami et al., 2013; Vallejo-lllarramendi et al., 2006; Mandolesi et al., 2015).
Adicionalmente, o tratamento com PLK (0,1 mg/kg) elevou ainda mais os niveis
de GLAST, quando comparado ao grupo CPZ. Descrevemos aqui de forma pioneira, a
regulacéo do transportador de glutamato astrocitario GLAST pelo tratamento com PLK
(0,1 mg/kg). Sdo ausentes estudos que abordem o envolvimento do farmaco na
recaptacdo do glutamato em modelo de EM. Supomos, que o0 aumento nos niveis de
GLAST reflita algo além do ajuste homeostatico visto na CPZ. E bem estabelecido que
a sinalizacdo via NF-kB pode ajustar a transcricdo de recaptadores de glutamato
(Sitcheran et al., 2005; Bafiuelos et al., 2019; Zhou et al., 2023). Liu et al. (2022)
relataram, a partir de modelo de depressao induzida, que o tratamento com PLK reduz

a translocacao nuclear de NF-kB, o que consequentemente preveniu a perda de GLT-
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1. No mesmo estudo, relataram que o aumento CysLT sdo dependentes da ativacao
de transcricdo nuclear kappaB (NFkB) no hipocampo, concomitante a sinalizacao
glutamatérgica. Desta forma, o tratamento com PLK suprime o aumento de NF-kB
nuclear, regulando os niveis de GLT-1 (Tang et al., 2014). Como NF-kB também pode
afetar a transcricdo de GLAST, acreditamos que o tratamento com PLK pode prevenir
a perda de GLAST no modelo CPZ de forma indireta através de NF-kB (Bafiuelos et
al., 2019; Zhou et al., 2023). O aumento de GLAST pode ser prevalecido, ainda que de
forma indireta, pela prevencdo da desmielinizacéo e regulacdo negativa de IL-6, que
reduz o agravamento da lesdo. Camundongos transgénicos para IL-6 astrocitario,
tiveram reduzida expressdo de GLAST no cerebelo (Gruol et al., 2020). Dessa forma,
demonstramos de forma inédita a regulacéo do transportador de glutamato astrocitario
GLAST, pelo tratamento com PLK (0,1 mg/kg). Nossos resultados podem indicar que o
farmaco tem o potencial de regular positivamente a recaptacdo de glutamato no cértex
visual, através da elevacédo dos niveis de GLAST no modelo. Em conjunto, os achados
da modulacdo sinaptica pelo PLK sugerem um potencial efeito neuroprotetor do
farmaco no modelo CPZ, abrindo portas para novas investigacdes sobre seus
mecanismos de acéo e aplicabilidade.

Os resultados promissores do tratamento com PLK na dose de 0,1 mg/kg, diante
das alteracdes causadas pelo CPZ, nos levaram a considerar se uma dose mais alta
poderia ser ainda mais benéfica. Ou et al. (2016) relataram efeitos positivos na
maturacdo de Olig ao administrar injecdes de PLK a 0,1 mg/kg, repetidas a cada 12
horas. Dessa forma, considerando os resultados promissores do tratamento preventivo
com essa concentracdo, optamos por aumentar a dose para 0,2 mg/kg. Nosso objetivo
foi verificar se o efeito do medicamento poderia ser influenciado pela dose no modelo
de intoxicagdo por CPZ.

Ao dobrar a dose, observamos a prevengédo aos danos funcionais ao sistema
visual, conforme observado com a dose inicial. No entanto, ao analisarmos o perfil de
desmielinizacéo decorrente do tratamento, notamos que a dose de 0,2 mg/kg néo foi
capaz de prevenir a desmielinizacdo ou a ativacédo astroglial, quando comparado a
CPZ. Apesar do aumento na dose néo ter evitado a desmielinizacdo e a gliose, ele
conseguiu prevenir danos a visdo de profundidade, indicando que o comprometimento

visual observado na CPZ ndo depende exclusivamente da desmielinizacao.
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7. CONCLUSAO

Avaliar os efeitos e a eficacia de novos farmacos na complexa fisiopatologia da
EM é de suma importancia, dada a lacuna terapéutica existente para tratar de forma
ampla os aspectos da doenca. O reposicionamento de medicamentos ja utilizados
clinicamente emerge como uma estratégia promissora para facilitar sua incorporacao
em novos tratamentos.

Nossos resultados oferecem insights sobre o potencial terapéutico do PLK frente
ao modelo animal de EM, a partir de um modelo de desmielinizacdo que conta com a
participacdo de células residentes do SNC. Além disso, este estudo abre novas portas
para pesquisas adicionais e estratégias que visam compreender 0s mecanismos pelos
quais o PLK protege o sistema visual contra os danos desmielinizantes, inflamatorios e
sinapticos no modelo de CPZ.

Nosso estudo demonstrou que o PLK previne o comprometimento do sistema
visual no modelo CPZ em diferentes contextos. Relatamos aqui, que o tratamento com
PLK, nas doses 0,1 mg/kg e 0,2 mg/kg, em concomitante com a intoxicagéao por CPZ,
previne os déficits visuais associados a visdo de profundidade através do teste
comportamental Visual Cliff. Adicionalmente, relatamos que a dose 0,1 mg/kg do PLK
previne parcialmente a desmielinizagdo na camada IV e no cortex visual, enquanto PLK
na dose 0,2 mg/kg ndo induz alteracdes. Este resultado indica que a prevengao do
comprometimento funcional da visédo, ndo depende exclusivamente da mielinizacéo.

Demonstramos também que o PLK regula a resposta inflamatoria no modelo CPZ
ao reduzir significativamente a citocina pré-inflamatéria IL-6, cuja expressdo €
aumentada na EM. Esse resultado sugere que o PLK pode exercer efeitos diversos
sobre a patologia da doenca, indiretamente, por meio da reducédo da IL-6. No entanto,
observamos que o tratamento com PLK nas doses de 0,1 e 0,2 mg/kg néo afetou os
niveis das células astrocitarias ou microgliais reativas no modelo utilizado. Apesar da
densidade celular ndo variar, observamos uma reducdo dos processos astrocitarios no
tratamento com PLK (0,1 mg/kg) sugerindo uma possivel modulacdo no perfil de
atividade astrocitaria. Entretanto, mais andlises precisam ser feitas para validar a
hipotese.

Apos descrever o efeito do tratamento com PLK na desmielinizacdo e inflamacéo,

analisamos as alterac¢des sinapticas no modelo CPZ. Ao investigar sinapse excitatorias,
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ndo obtivemos uma variagcdo nos niveis de GIuN2A, corroborando os dados da
literatura em analises no sistema visual (Araujo et al., 2017). Analisando a subunidade
GIuN2B, observamos uma variacdo morfoldgica entre os grupos. Enquanto no grupo
CPZ a marcacéo se assemelhou a processos astrocitarios, no grupo PLK parecia estar
presente nos axodnios e dendritos. O tratamento com PLK (0,1 mg/kg) reduziu
significativamente a marcacéao para a subunidade GIuN2B no modelo CPZ.

Visando avaliar a contribuicdo do tratamento com o PLK frente a homeostase do
glutamato no modelo, avaliamos a recaptacéo de glutamato astrocitario. Descrevemos
gue os niveis de GLAST sao altamente regulados no tratamento com PLK (0,1 mg/kg),
0 que pode exercer efeitos na homeostase do glutamato que é altamente comprometida
no modelo.

Por fim, descrevemos aqui que enquanto a dose de 0,2 mg/kg de PLK néo exibiu
efeitos na desmielinizacao e ativagao astrocitéria, a dose de 0,1 mg/kg de PLK foi eficaz
em prevenir grande parte das alteracdes descritas no modelo. Dessa forma, sugerimos
que 0,1 mg/kg é a concentracao ideal para o uso do farmaco no modelo animal de EM.

Pela primeira vez, demonstramos que o tratamento com PLK reduz aspectos
inflamatorios, desmielinizantes e sinapticos no modelo animal de EM, pela contribui¢cao
de células gliais. Observamos que a influéncia direta ou indireta nos astrocitos,
microglia, oligodendrécitos e neurbnios resulta em efeitos benéficos quando
administrado na concentracdo de 0,1 mg/kg de PLK. Embora os mecanismos
subjacentes a essas modulagdes ainda ndo estejam totalmente esclarecidos, o
antagonismo de CysLTR medeia grande parte dos efeitos. Esses achados indicam o
potencial terapéutico do PLK como uma abordagem promissora no tratamento da EM,
destacando a importancia de mais pesquisas para compreender completamente seus

mecanismos de acao e otimizar seu uso clinico.
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