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RESUMO

As doencgas de Parkinson, de Alzheimer e esclerose multipla
(EM), bem como os transtornos de humor, como a depressao,
apresentam componentes inflamatérios. As células do sistema
imune  possuem 5 receptores que respondem ao
neurotransmissor dopamina, os quais modulam diferentemente a
inflamacdo. Assim, é esperado que o pramipexol (PPX), um
agonista de receptores dopaminérgicos (D2/D3), tenha efeito
imunomodulatério. Para testar essa hipbétese foram utilizados
dois modelos que causam neuroinflamacéo: a) a encefalomielite
autoimune experimental (EAE), modelo de esclerose multipla e b)
a administracao periférica de lipopolissacarideo (LPS), modelo
de transtorno depressivo maior. A EAE foi induzida em
camundongos C57BL/6 através da administracdo do peptideo
35-55 da glicoproteina de mielina oligodendroglial e o PPX (0,1 e
1 mg/kg/dia) foi administrado pela via intraperitoneal por 40 dias.
A dose de 1 mg/kg inibiu completamente o surgimento dos sinais
motores induzidos pela EAE, além de prevenir a desmielinizagcdo
na medula espinhal. Além disso, o PPX teve um forte efeito anti-
inflamatdrio, confirmado através da reducdo da infiltracdo de
células inflamatérias, da ativacéo astroglial na medula espinhal, e
da reducéo nos niveis de IL-17 nos linfonodos. Além disto, 0 PPX
reverteu varias alteracdes induzidas pela EAE na medula
espinhal e no estriado, incluindo a reducdo nos niveis de a-
sinucleina, o aumento nos niveis de parkina, alteragdo na enzima
glutationa peroxidase e a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Em conjunto os dados sugerem que o PPX deve ser
estudado como um possivel agente farmacolégico para tratar a
EM. No modelo de depresséo induzida por inflamagédo periférica
através da injecdo de LPS em camundongos Swiss, o0 PPX (1
mg/kg), foi administrado por 7 dias por via intraperitoneal. Uma
hora apés a Ultima aplicagcao de PPX, injetou-se LPS (0,1 mg/kg)
via intraperitoneal, 24 h depois foi dado inicio aos testes
comportamentais. O LPS induziu comportamento tipo-depressivo
no teste do nado forcado e no splash test, sem alterar a
locomocao no teste do campo aberto. Também foi observado o
aumento de Interleucina-18 e adutos de 3-nitrotirosina no
hipocampo dos animais tratados com LPS. Todos estes
parametros foram revertidos pelo PPX, indicando que o PPX é
capaz diminuir os eventos inflamatérios que podem estar



associados ao comportamento tipo-depressivo. Os antagonistas
de receptores dopaminérgicos, haloperidol e sulpirida, n&o
reverteram o efeito tipo-antidepressivo do PPX, indicando que a
atuacdo do PPX parece ndo ser mediada por estes receptores.
Em conjunto, os dados sugerem que o PPX é capaz de causar
uma forte diminuicdo em processos inflamatérios, tanto no
modelo de EAE como no modelo de depresséo, o que pode ser o
mecanismo responsavel por sua a¢do. Porém, mais estudos séo
necessarios para confirmar esta hipotese.

Palavras-chave: neuroinflamacdo, doencas autoimunes,
transtorno de humor, sistema dopaminérgico, pramipexol,
encefalomielite autoimune experimental, lipopolissacarideo,
interleucina



ABSTRACT

Neurologic diseases as Parkinson’s, Alzheimer's and multiple
sclerosis (MS) as well as mood disorders, like major depression,
present inflammatory components. Immune cells express 5
different dopamine receptors, which are known to modulate
inflammation. In this context, it is expected that pramipexole
(PPX), a dopamine D2/D3 receptor agonist, would have an
immunomodulatory effect. To evaluate this hypothesis two
neuroinflammatory disease models were used, the experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), a mice model of MS, and
the peripheral administration of lipopolysaccharide (LPS), a mice
model of major depression disorder (MDD). EAE was induced in
C57BI/6 mice by the injection of the 35-55 peptide of myelin
oligodendroglial glycoprotein. PPX (0.1 and 1 mg/kg) was
administered by intraperitoneal route for 40 days. The dose of 1
mg/kg of PPX completely abolished motor impairment induced by
EAE, and prevented medular demyelination. Besides, PPX had a
marked anti-inflammatory effect, which was observed by
reduction of inflammatory cells infiltration, astroglyal activation,
and by decreasing IL-17 levels in lymph nodes. Besides, PPX
reversed several alterations in the spinal cord and striatum
induced by EAE, inclunding reduction in a-synuclein levels,
enhancement of parkin levels, alteration in glutathione peroxidase
activity and reactive oxygen species production. Together, these
results suggest that PPX can be studied as a potential drug for
MS treatment. In the MDD model induced by peripheral
inflammation induced with the bacterial lipopolysacchired (LPS)
administration in Swiss mice, PPX (1 mg/kg) was administered for
7 days by intraperitoneal route. One hour after the last PPX
injection, LPS (0.1 mg/kg) was administered intraperitoneally, and
24 h later behavioral analysis were performed. LPS induced
depressive-like behavior in the forced swimming test and splash
test, without locomotor alterations in the open field test. It was
also observed enhancement of Interleukin-1p and 3-nitrotyrosin
protein adducts in mice hippocampus of LPS treated animals.
PPX reversed all these alterations, indicating that PPX can
prevent the inflammatory events related to the depressive-like
behavior. Interestingly, the dopamine receptor antagonists,
haloperidol and sulpiride, did not reverse the PPX antidepressant-
like effect in the forced swimming test, indicating that PPX effect



seems to be unrelated by these receptors. Together, these
results suggest that PPX present a marked antiinflammatory
action, in both EAE and LPS models, suggesting that this could
be the mechanism of action of PPX. Nevertheless, further studies
are required to confirm this hypothesis.

Keywords: neuroinflammation, autoimmune diseases, mood
disorders, dopaminergic system, pramipexole, experimental
autoimmune encephalomyelitis, lipopolysaccharide, interleukin.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistemaimune

O sistema imune é constituido de varios tipos celulares, e
pode ser dividido de modo geral em sistema imune inato e
sistema imune adquirido ou adaptativo. O sistema imune inato é
aquele responsavel pela resposta imune imediata, constituido de
células apresentadoras de antigenos (APC) e leucdcitos
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2012). Compreendem as APC os
macrofagos, mastécitos, células dendriticas (CD) e micréglia,
esta Ultima fazendo a vigilancia do sistema nervoso central
(SNC), e sdo responsaveis por reconhecer micro-organismos,
particulas e compostos quimicos antigénicos, destruindo-os e
apresentando-os as outras células do sistema imune
(MEDZHITOV, 2008). Os leucocitos sao células efetoras
presentes na circulacdo sanguinea e que sdo atraidas para o
local da infeccdo pelos mediadores quimicos secretados pelas
APC (ABBAS et al., 2012). Ja o sistema imune adaptativo é
constituido de linfécitos, sendo responsavel pela resposta tardia.
Os linfécitos podem adquirir um fenétipo especifico dependendo
do estimulo que é dado, incluindo danos teciduais ou infeccbes
(virais, bacterianas, parasitarias). Alguns dos fenotipos sédo as
células T CD4+ (efetoras), células T CD8+ (citotoxicas), células
NK (do inglés Natural Killer) e células B (memoria imune)
(ABBAS et al., 2012; PENNOCK et al.,, 2013). Os linfécitos T
CD8+ sédo conhecidos como citotéxicos e tém a funcéo de induzir
a morte celular de células infectadas, ja os linfocitos T CD4+ déo
origem as células T auxiliares (Th, do inglés “T helper”) (ABBAS
et al., 2012; PENNOCK et al., 2013). Enquanto que os linfécitos
T citotdxicos tém a funcdo de eliminar micro-organismos através
da liberagdo de granulos citotéxicos no interior da célula
infectada, as células Th liberam citocinas e quimiocinas, que
medeiam a resposta imune. A ativacdo das células imune pode
gerar processos inflamatérios. Até o momento seis subtipos de
células Th ja foram identificadas, Thl, Th2, Th9, Thl7, Th
folicular e T regulatéria (Treg) (DONG, 2010; PENNOCK et al.,
2013). Cada subtipo desempenha uma funcdo especifica como
descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Fungdes das células T nos diferentes tipos de infec¢cbes e
seus respectivos mediadores quimicos. IL-X: interleucina, x = 1, 2, 6,
etc; INF-y: interferon gama; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel (do
inglés, inducible nitric oxide synthase); TGF-B: Fator de crescimento
transformador beta (do inglés, transforming growth factor); Th:
células T auxiliares (do inglés, T helper cells); TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa (do inglés, tumoral necrosis factor alpha); ERO:
espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen species).
Fonte: Lieberknecht V. baseado no trabalho de (TRIPATHI e
LAHESMAA, 2014)
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convertidos
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Inflamacdo € um processo fundamental para manutengéo
da vida em diversas espécies (ABBAS et al., 2012). Dentre suas
fungbes, podemos citar 0 combate a microorganismos, corpos e
compostos estranhos, conhecidos como antigenos, e regenerar
tecidos danificados, evitando que os demais tecidos sejam
prejudicados (MEDZHITOV, 2008). Os microorganismos, ao
entrar em contato com os receptores do tipo -Toll e -NOD das
APC, induzem a ativacdo destas (MEDZHITOV, 2008). Apds sua
ativacdo, as APC produzem mediadores inflamatérios como
citocinas e quimiocinas, vasoaminas, eicosanoides e cascatas
proteoliticas (MEDZHITOV, 2008). Incialmente, as APC
produzem um exsudato inflamatério local, devido a liberacdo de
mediadores vasoativos que aumentam a permeabilidade capilar,
permitindo a entrada de proteinas plasmaticas e leucécitos
(MEDZHITOV, 2008). Os leucécitos eliminam os micro-
organismos através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROQO), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e
cloroaminas (MEDZHITOV, 2008).

Caso a infeccdo perdure, os macrofagos e CD clivam as
proteinas microbianas formando os epitopos e, ao expd-los na
superficie celular, os apresentam aos linfécitos T virgens (ABBAS
et al.,, 2012). Além disso, as APC produzem mediadores
quimicos para atrair e ativar os linfocitos T (MASOPUST e
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SCHENKEL, 2013). As APC podem nao apenas atrair as células
T, mas também migrar até os Orgdos linfoides periféricos,
chegando até os nddulos linfaticos onde encontrardo células T
virgens. Ao se aproximarem dos linfécitos virgens, as APC
apresentam o0s epitopos através do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major “histocompatibility
complex”), fazendo com que o epitopo entre em contato com o
receptor de célula T (PENNOCK et al., 2013). Os receptores de
células T estdo ligados a moléculas CD3, compostas pelas
subunidades vy, 0, €, e (, responsaveis pela ativacdo do sinal
intracelular (PENNOCK et al., 2013). Depois de ativadas, as
células T produzirdo mediadores quimicos que ativam as células
inflamatérias vizinhas, e recrutam células imunes distantes para
0 sitio da infecgao ou injuria (ABBAS et al., 2012; PENNOCK et
al., 2013).

Assim, o sistema imune desempenha um papel importante
na prevencdo de doencas infecciosas e ajuda no processo de
recuperacdo de tecidos lesionados (ABBAS et al., 2012). Porém,
em casos de exacerbacdo dos sinais inflamatorios, e com
consequente descontrole desses processos, 0 sistema imune
pode colaborar com o surgimento de varias patologias como sera
discutido neste trabalho.

1.2. Inflamacdao periférica, neuroinflamacédo e doencas do
sistema nervoso central (SNC)

Embora o sistema imune tenha importancia fisiolégica, ele
também pode participar como agente causal de patologias
(MEDZHITQV, 2008). Algumas patologias induzidas pelo sistema
imune séo: a) o choque séptico, onde ha um desequilibrio entre
mecanismos pré- e anti-inflamatérios (LIU e MALIK, 2006); b)
reac6es de hipersensibilidade do tipo I, como as alergias, onde
héa liberagdo de medidores quimicos de mastocitos. Esses
mediadores sdo induzidos por moléculas que originalmente ndo
seriam consideradas como antigenos; c) reacbes de
hipersensibilidade do tipo Il, como as anemias hemoliticas, nas
quais ha a producéo de anticorpos que opsonizam as células do
individuo; d) reacdes de hipersensibilidade do tipo Ill, como a
artrite reumatoide, nas quais ocorre acumulo de complexo
antigeno-anticorpo e se depositam em vasos sanguineos,
articulacbes e glomérulos; e) reacdes de hipersensibilidade do
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tipo IV ou autoimunes, como a esclerose mdltipla, também
conhecida por resposta tardia, nas quais uma célula
apresentadora de antigeno apresenta aos linfécitos T um
peptideo do préprio organismo; f) reacdes de hipersensibilidade
do tipo V, doengca autoimune que apresenta mecanismo
semelhante ao tipo Il, porém ao invés dos anticorpos se ligarem
aos antigenos de superficie, se ligam aos receptores celulares
ativando-os ou inativando-os (RAJAN, 2003).

Neste trabalho ser4 dada énfase as doencas que afetam o
SNC e que estdo associadas a distlurbios do sistema imune,
como por exemplo miastenia grave, sindrome de Guillain-Barré,
polineuropatia desmielinizante inflamatéria crénica e esclerose
multipla (EM) (GWATHMEY, BALOGUN e BURNS, 2014). Todas
essas doencgas autoimunes causam também a mielite transversa,
que ndo é uma doenca propriamente dita, mas uma condicédo
inflamatéria do SNC que causa morte neuronal (WEST, 2013).
Além das doencas autoimunes citadas, a mielite transversa tem
sido associada com doencas autoimunes nao ligadas
diretamente ao SNC (lUpus eritematoso sistémico) (LI et al.,
2014) e infecgbes por virus (citomegalovirus) (FUX et al., 2003) e
parasitas (Schistosoma sp.) (ROSS et al.,, 2012). Além disso,
moléculas produzidas e secretadas por células do sistema
imune, com o0 objetivo de comunicacdo e sinalizacdo, as
chamadas citocinas, podem induzir altera¢cdes no comportamento
humano e de outros animais. Estes achados sugerem que
inflamagdes periféricas também podem induzir distarbios
neurologicos.

Além das doencas autoimunes, enfermidades
neurodegenerativas como as doencas de Parkinson (DP) e de
Alzheimer (AD, do inglés “Alzheimer’s disease”) também estdo
relacionadas a processos neuroinflamatérios (HONG, KIM e M,
2016). Dentre os mecanismos inflamatérios ja identificados
encontram-se a ativacdo microglial, 0 aumento da liberacéo das
citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a e o interferon-y (HONG et al.,
2016). E interessante ressaltar que alguns autores sugerem que
nas fases iniciais da doenca de Parkinson, a neuroinflamacao
possui aspectos benéficos e dificultaria a progressao da doenca.
Porém, com o passar do tempo, 0 agravamento dos processos
inflamatérios aumentam a degeneracéo neuronal (HONG et al.,
2016). Tanto a DP quanto a AD sao doencas que se
desenvolvem, principalmente, em individuos idosos. Uma
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caracteristica marcante do cérebro idoso € o aumento natural de
processos inflamatérios (MATT e JOHNSON, 2016). Ainda nao
esta claro como acontece, mas ja foi observado que no cérebro
do idoso ocorre a perda da regulacéo de células microgliais, que
é feita por uma rede neuronal especifica (MATT e JOHNSON,
2016).

Em termos fisiolégicos, até o momento quatro vias de
comunicacgdo entre o sistema imune periférico e o SNC ja foram
estabelecidas: a) a difusdo de citocinas, sem a participacdo de
transportadores, do sangue para regides encefalicas onde a
permeabilidade da barreira hemato-encefélica (BHE) € menor,
como no plexo coroide, b) o transporte ativo de citocinas da
periferia para o SNC através proteinas transportadoras
saturaveis, as quais estdo presente na BHE, c) ativacdo de
receptores de citocinas em células endoteliais da BHE, que em
sequéncia podem liberar citocinas ou segundos mensageiros
diretamente no SNC, e d) a transmissédo de sinais ativados por
citocinas através de aferéncias nervosas, como por exemplo a do
nervo vago (MATT e JOHNSON, 2016). A comunicagao entre o
sistema imune periférico e o SNC € ainda ilustrada pelos
achados de que infeccdes periféricas, estdo associadas as
doencas neurodegenerativas (MAWANDA e WALLACE, 2013).

Interessantemente, a neuroinflamacgao também parece ser
capaz de induzir o surgimento do transtorno depressivo maior
(TDM) (MAES et al.,, 2009). A TDM também tende a se
manifestar nas doencas neurodegenerativas, como nas DP e AD
(REUS et al., 2016), bem como nas doencas autoimunes do
sistema nervoso central, como a EM (MANNING, 2016). Além
disso, em modelos animais de sepse leve, nos quais se
administra  perifericamente, e em baixas doses, o0
lipopolissacarideo de membranas de bactérias gram negativas
(LPS), comportamentos tipo-depressivo podem ser observados
(MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). O comportamento tipo-
depressivo pode ser observado 24 h apés a administracdo do
LPS, enquanto que em periodos anteriores ocorre o “sickness
behavior” ou comportamento tipo-doente. Estes comportamentos
podem ser distinguiveis atrdves da analise do numero de
cruzamento ou distancia percorrida no teste do campo aberto
(TCA). Enquanto os camundongos com comportamento tipo-
doente tendem a fazer menos cruzamento ou caminhar por
distancias menores que o0s animais ndo desafiados, os
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camundongos com comportamento tipo-depressivo  nao
apresentam diferengcas no TCA em comparagdo aos animais
controle (FRENOIS et al., 2007).

1.3. Esclerose Mdltipla (EM)

O termo “esclerose” deriva da terminologia grega que
significa cicatrizacdo ou rigidez. No caso da EM, refere-se as
areas onde houve destruicdo da bainha de mielina no SNC. O
termo “multipla” refere-se a condi¢do do niumero de vezes que se
repete a esclerose (SOSPEDRA e MARTIN, 2005). A EM foi
descrita pela primeira vez em 1869 por Jean-Martin Charcot
como uma doenca neurolégica. Essa concluséo foi baseada no
fato de que células inflamatérias foram encontradas acumuladas
na regido perivascular, dentro da substancia branca do cérebro e
da medula espinhal dos pacientes com disfuncdo neuroldgica
(MCFARLAND e MARTIN, 2007). Passados 145 anos da sua
descricdo original, atualmente a EM é definida como uma doenca
inflamatdria crénica autoimune, que induz neuroinflamacéo e
desmielinizacdo no SNC. Apresenta etiologia ainda
indeterminada, com prevaléncia e incidéncia bastante variadas. A
EM é ainda caracterizada pela destruicdo imunolégica da bainha
de mielina, perda de oligodendrécitos, gliose e lesdo axonal
induzidas, principalmente, por linfécitos T auxiliares do tipo 1
(Thl) e 17 (Th17) auto-reativos, sendo que as lesdes aparecem
como placas desmielinizadas na substancia branca (AL-
OMAISHI, BASHIR e GENDELMAN, 1999). A EM acomete,
principalmente, individuos brancos, na faixa etaria entre 20 e 40
anos, diferentemente das principais doencas neurodegenerativas
que afetam pacientes idosos, tais como AD e DP (GLASS et al.,
2010), com forte predominio sobre o sexo feminino, na proporgéo
de 3:1, afetando aproximadamente 2,5 milhées de individuos em
todo o mundo (LUBLIN e REINGOLD, 1996). A EM é a causa
ndo traumatica de incapacidade mais frequente no adulto jovem
de paises ocidentais. Desta forma, tem uma enorme relevancia
social, uma vez que interfere em varios aspectos da vida do
paciente, incluindo as atividades profissional, familiar e social
(LUBLIN e REINGOLD, 1996).

Clinicamente, a perda de mielina interfere na transmissao
dos impulsos nervosos produzindo alguns sintomas comumente
observados como, por exemplo, parestesias, ataxia, debilidade
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dos membros, disfagia, neurite Optica, diplopia, espasticidade,
nistagmo, vertigem, tremores, dor neuropética, disfuncdes
sexuais, disturbios esfincterianos e fadiga (HAFLER, 2004;
KAWAKAMI et al., 2005; GOVERMAN, 2009). Além disso, dados
recentes demonstram que aproximadamente 65% dos pacientes
com EM apresentam, além dos sintomas motores, consideravel
déficit cognitivo, os quais incluem perda de memaria e déficit de
atencao, quase sempre associados a TDM e ansiedade (ENGEL,
GREIM e ZETTL, 2007). Especificamente, 40 a 65% dos
pacientes com EM apresentam sintomas de TDM (TURNER et
al., 2016). Os individuos acometidos pela EM podem apresentar
um ou mais dos quatro subtipos da doencga, assim definidos: 1)
sindrome clinica isolada (CIS, do inglés “clinical isolated
syndrome”), a qual é caracterizada por sintomas clinicos
relacionados a resposta desmielinizante, porém com diagnéstico
nao conclusivo para EM; 2) surto-remissdo (RRMS, do inglés
“relapsing remitting multiple sclerosis”), com surtos que sé&o
tipicamente causados pela EM, com ou sem sequelas e que
atinge cerca de 80 a 85% dos pacientes; 3) progressiva-primaria
(PPMS, do inglés “primary progressive multiple sclerosis”), com
incapacitacdo progressiva, acometendo cerca de 10 a 15% dos
pacientes com EM; 4) progressiva secundaria (SPMS, do inglés
“secondary progressive multiple sclerosis”), com incapacita¢éo
progressiva apds um surto inicial da doenca, sendo que 90% dos
pacientes com RRMS evoluem para SPMS (DUFFY, LEES e
MOALEM-TAYLOR, 2014; LUBLIN, 2014).

As causas da EM sdo multifatoriais, possuindo fatores
ambientais e intrinsecos ao paciente, apesar de haver
controvérsia em relacdo aos fatores genéticos (PATRUCCO et
al.,, 2009; BRUM et al, 2013; DO OLIVAL et al.,, 2013;
OUADGHIRI et al., 2013). A incidéncia e a prevaléncia da EM
estdo diretamente relacionadas com a latitude, sendo que os
paises em latitudes mais elevadas possuem um maior nimero de
casos, por exemplo, o Canada (53° N) com cerca de 250 casos
por 100.000 habitantes. O Brasil (25° S) é considerado um pais
de médio risco, com uma taxa de prevaléncia de 5 a 25 casos
por 100.000 habitantes (WADE, 2014), sendo que os custos da
doenca ultrapassaram o valor de 122 milhdes de délares ou 245
milhdes de reais, apenas no ano de 2009 (ROMANO et al.,
2013). Sugere-se que o efeito da latitude possa estar relacionado
com niveis reduzidos de vitamina D. Essa vitamina possui efeitos
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imunomodulatérios, regulando o sistema imune e prevenindo o
reconhecimento de antigenos préprios (LUCAS et al.,, 2015;
SUNDSTROM e SALZER, 2015). Atualmente, a hip6tese mais
aceita da etiologia da doenca esté relacionada a infeccdo prévia
por patébgenos que, por possuirem proteinas semelhantes
aquelas da mielina, induzem uma resposta autoimune contra a
bainha de mielina, processo esse definido como mimetismo
molecular. Virus como Epstein-Barr, Varicella zoster e Rubeulla
virus ou bactérias como o Mycobacterium avium paratuberculosis
possuem em suas proteinas, sequéncias polipeptidicas
semelhantes aquelas da proteina basica da mielina, as quais
sdo, entdo, reconhecidas como antigenos pelas APC (DO
OLIVAL et al., 2013; MAMELI et al., 2014).

Dentre as APC envolvidas na patogénese da EM,
destacam-se as CD e os macréfagos perivasculares, sendo que
essas células possuem papel importante no desenvolvimento da
doenca tanto em humanos quanto no modelo experimental de
EM, que ¢é denominado de encefalomielite autoimune
experimental ou encefalomielite alérgica experimental (EAE).
Apo6s o reconhecimento de peptideos pelas APC, essas migram
para o tecido linfoide periférico e apresentam os antigenos aos
linfécitos T virgens (Figura 1) (CHASTAIN et al., 2011;
KRUMBHOLZ et al., 2012; GANGULY et al., 2013). Entéo, estes
linfécitos T se diferenciam em células Thl - produtoras de
interferon-y (IFN-y) e, principalmente, Th17 - produtoras de IL-17,
IL-22 e IL-21 (MCFARLAND e MARTIN, 2007). A célula Th17
tem demonstrado alto potencial patogénico na EM, uma vez que
possui expressdo de marcadores de ativacdo, co-estimuladores e
moléculas de adesdo maior que as células Thl
(BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). Analises no sangue,
liqguor e tecido cerebral de pacientes com EM revelaram altos
niveis de IL-17 em relagdo aos pacientes controle
(BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). Essa citocina esta
associada a infiltracdo de células T e inflamacdo no parénquima
cerebral (STROMNES et al., 2008).

Durante a resposta neuroinflamatéria na EM, os astrgcitos
também expressam MHC de classe Il e moléculas co-
estimulatérias quando expostos ao INF-y (NIKCEVICH et al.,
1997). Além disso, a concentragdo elevada de INF-y no SNC
induz a mudancas no fen6tipo dos astrdcitos, os quais passam a
atuar como APC atipicas (Figura 1) (YANG et al.,, 2012). No
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SNC, as células T sao reativadas pelas APC, principalmente, a
micréglia, liberando radicais livres, citocinas e proteases que
contribuem para a neuroinflamacdo, desmielinizacdo e
neurodegeneracdo axonal cronica (Figura 1) (COMABELLA e
KHOURY, 2012). Esse processo contribui também para a
degeneracao Walleriana, na qual o axénio é separado do corpo
neuronal (GOVERMAN, 2009).

Ainda nesse contexto, a morte de oligodendrdcitos e
neurdnios sdo mediados, em parte, pela presenca de ERO e
ERN, as quais séo produzidas, entre outros, em decorréncia da
liberacdo do glutamato por APC, microglia e linfécitos T auto-
reativos (STEINMAN e ZAMVIL, 2003). O neurotransmissor
glutamato ativa os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA),
contribuindo para o aumento do célcio intracelular (Ca®"). Este,
por sua vez, induz a producdo de ERO/ERN através de
diferentes mecanismos, destaca-se aqui a ativagdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e a deplecdo de ATP pelo
aumento da ativacéo de proteinas trocadoras de Na‘/Ca?*. Esses
trocadores sdo ativados na tentativa de manter a concentracéo
intracelular de Ca?* em niveis fisiolégicos (NICHOLLS, 2004).
Além disso, os niveis aumentados de IL-17 induzem o aumento
na producdo de ERO/ERN pelas células endoteliais e,
consequentemente, ativa o sistema de contragdo dessas células
e reducdo da molécula de juncdo paracelular ocludina,
contribuindo para o aumento da permeabilidade da BHE (SIE et
al., 2014). Além das ERO, a permeabilidade da BHE também
pode ser modulada pela producéo de subtancia P, a partir das
células endoteliais, em resposta as altas concentracdes de TNF-
a e INF-y, mediadores que séo produzidos pelas células T
encefalitogénicas, especialmente, os linfécitos Thl (NESSLER et
al.,, 2006). Por fim, a liberacdo de substancia P ativa os
receptores de neurocinina-1 expressos nas células endoteliais
com consequente liberacdo de bradicinina (THORNTON et al.,
2010), a qual reduz a expressdo da molécula de juncdo -
claudina-5. Estas modificacbes contribuem para o aumento da
permeabilidade da BHE, infiltragdo de novas células inflamatérias
e propagacao da resposta autoimune no SNC (Figura 1) (SIE et
al., 2014).

Até recentemente acreditava-se que apés a ocorréncia da
ativacdo e proliferacdo de linfécitos T auto-reativos, estes
migrariam através da circulacdo sanguinea até a regido
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subaracndidea do SNC, atravessando-a nas regides do plexo
coroide e das vénulas meningeas (locais onde a BHE é mais
permeéavel) (GOVERMAN, 2009). Porém, um achado recente
demostrou a presenca de vasos linfaticos no SNC, permeando os
seios durais (LOUVEAU et al., 2015). Essa descoberta sugere
que os linfécitos T podem atingir ao SNC diretamente através do
sistema linfatico. Entretanto, medicamentos utilizados no
tratamento da EM, que interagem com moléculas de adesao,
como o natalizumab, reduzem a progressdo da doenca
(ENGELHARDT e KAPPOS, 2008), sugerindo que a BHE possui
um papel importante na protecdo contra o desenvolvimento da
EM.

Além dos linfécitos T CD4+ auto-reativos, as células T
CD8+ também participam da patogénese da EM, considerando a
presenca de uma expansdo clonal dessas células e sua
persisténcia por anos no liquor (SKULINA et al., 2004), como
evidenciado em pacientes com EM. Além disso, as células T
CD8+ também tém influéncia no aumento da permeabilidade
vascular do SNC, aumentando a permeabilidade a células
imunes (JOHNSON et al., 2007).

A imunidade humoral também participa  no
desenvolvimento da EM, ja que os pacientes portadores da
doenca apresentam: i) o nimero elevado de células B (QIN et al.,
1998), ii) uma producao intratecal persistente de imunoglobulinas
(IgG) oligoclonais no liquor (QIN et al., 1998) e iii) a participacéo
direta dos linfécitos B no processo de desmielinizagédo, através
da producdo de anticorpos especificos contra os
oligodendrdcitos, juntamente, com os diferentes mediadores
inflamatérios  presentes no ambiente  neuroinflamatério
(O'CONNOR et al., 2005) (Figura 1).
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Até 1817, pensava-se que a EM era uma variacdo da DP,
mas a partir dessa data Jean-Martin Charcot identificou a EM
como sendo uma patologia isolada. Entretanto, algumas
similaridades moleculares entre a DP e a EM foram encontradas.
Uma dessas semelhangcas € o aumento de a-sinucleina (a-syn)
nas lesdes desmielinizadas e no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com EM (PAPADOPOULOS et al., 2006; LU et al.,
2009; WANG et al., 2012). A a-syn é uma proteina constituida de
140 residuos de aminoacidos e expressa, mas nhao
exclusivamente, nos terminais pré-sinapticos do sistema nervoso
central (UEDA et al.,, 1993). Ela pertence a familia das
sinucleinas, na qual além a-syn, também fazem parte a - e y-
sinucleinas (CLAYTON e GEORGE, 1999). A a-syn ganhou
destaque pela sua relacdo direta com a doenca de Parkinson
devido ao aumento em seus niveis e presenca em inclusbes
intracelulares conhecidas como corpos de Lewy (CHENG,
VIVACQUA e YU, 2011). Embora tenha sido amplamente
associada com a DP, esta proteina possui papéis fisioldgicos nas
células neuronais. Dentre as fungdes da a-syn estao a regulagéo
da transmissao sinaptica e a reciclagem de vesiculas sinapticas
(CHENG et al., 2011).

Ainda ndo esta claro qual é o papel da a-syn na EM, uma
vez que os estudos referentes aos niveis e funcédo da a-syn ainda
sdo conflitantes. Alguns autores observaram niveis aumentados
da a-syn no SNC, tanto no encéfalo quanto no liquor de
pacientes com EM e animais com EAE (PAPADOPOQULOS et al.,
2006; LU et al., 2009; WANG et al., 2012). Por outro lado,
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Antonelou et al. (2015), mostrou niveis reduzidos dessa proteina
no liquido cérebro-espinhal de pacientes com EM. Alguns
trabalhos sugerem que a a-syn tenha um papel de induzir um
aumento na atividade inflamatéria na DP (GAO et al.,, 2011).
Porém, recentemente, foi demonstrado que a deficiéncia de a-
syn aumentou a resposta imune mediada por células Thl
(ETTLE et al., 2016).

Além da a-syn, também foram encontrados niveis
aumentados de parkina nas lesdes ativas do cérebro de
pacientes com EM, o que foi demonstrado em um estudo post-
mortem. Esse estudo mostrou que as células gliais co-expressam
parkina e a proteina fibrilar glial acida (GFAP, do inglés “glial
fribrilary acid protein”), um marcador de células astrogliais
(GEURTS et al., 2007). A parkina, transcrita a partir do gene
denominado PARK2, é uma enzima do tipo E3 ubiquitina ligase,
cuja principal funcdo no SNC ¢é poli-ubiquitinar proteinas,
sinalizando, assim, para que estas sejam degradadas pelo
sistema ubiquitina-proteasoma (WILHELMUS et al., 2012; RILEY
et al.,, 2013). Entretanto, j& foi demonstrada outra funcéo
independente da ubiquitinacdo, que € a de auxiliar na remogéo
de mitocbndrias danificadas (GEISLER et al., 2010). Essas
alteracbes foram relacionadas com o controle do dano oxidativo
induzido pela resposta neuroinflamatéria, que € uma resposta
tipica da EM. Em conjunto, esses dados sugerem que a parkina
tem efeito celular protetor. Em concordancia com esses achados,
os déficits mitocondriais, classicamente associados a parkina,
também foram encontrados durante a resposta autoimune e
neuroinflamatéria induzidas pela EM (MAHAD, LASSMANN e
TURNBULL, 2008; CAMPBELL et al., 2011). Assim, novos
estudos sdo necessarios para determinar as funcdes de a-syn e
parkina na EM e na EAE. E possivel que tanto a a-syn quanto a
parkina possam vir a ser consideradas como marcadores
inflamatérios na EM e na EAE.

Atualmente ndo existe cura para a EM, e dentre os
medicamentos mais utilizados para o tratamento estdo: i) altas
doses de metilprednisolona, por vezes seguida de prednisolona;
i) os interferons (IFNs) B-1a (Avonex® e Rebif®) e o B-1b
(Betaferon®), os quais sdo administrados através de injecdes
diarias (no entanto 30 a 50% dos pacientes ndo respondem a
esta terapia); iii) o copolimero acetato de glatiramer (GA),
comercialmente  conhecido como  Copaxone®  (TEVA
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Neuroscience), constituido por uma mistura de polipeptidios
sintéticos formados por quatro aminoacidos (L- acido glutamico,
L-lisina, L-alanina e L-tirosina), que se assemelham a proteina
basica de mielina, e tem demonstrado eficacia na prevencao e
supressdo da EAE (SCHREMPF e ZIEMSSEN, 2007). Por fim,
as terapias mais recentes, iv) 0s anticorpos monoclonais como o
natalizumab, aprovado em 2004 para o tratamento da EM do tipo
surto-remissao, o qual € um anticorpo monoclonal contra a
molécula de adesdo a4-integrina (BOSCH et al.,, 2011); ou
rituximab, que € um anticorpo monoclonal quimérico contra a
proteina de superficie celular CD20, encontrada primariamente
em linfécitos B; e v) os novos medicamentos orais, como 0
fingolimod (FTY720), foram aprovados pelo FDA em setembro de
2010, sendo o primeiro medicamento oral para o tratamento da
EM do tipo surto-remissdo, e mais recentemente (abril de 2013),
o dimetil-fumarato foi aprovado por inibir a translocagéo do fator
nuclear-kappa B (NF-kB), assim como ativar o fator nuclear
eritréide-2 (Nrf2). Como consequéncia deste tratamento, ha
inibico da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e menor
dano oxidativo (GRAHAM-ROWE, 2013). No entanto, todas
essas terapias estdo associadas a graves efeitos adversos ao
organismo, conforme ilustrado na Tabela 2 (MAHDAVIAN et al.,
2010). Além disso, elas geram um custo alarmante para o
Sistema Unico de Saude (SUS), na faixa de R$ 60 a 120
mil/ano/paciente. Ainda, o recente Protocolo Clinico de Diretrizes
Terapéuticas da Esclerose Mdltipla do Ministério da Saude
publicada em dezembro de 2014 (Portaria SAS/EM n° 1.505 -
29/12/2014), preconiza o uso de INF-B e glatirdAmer como
medicamentos de primeira escolha para EM. Recomenda-se que
0 natalizumab e/ou fingolimod seja iniciado somente em casos
refratarios ao INF-B ou glatiramer, gerando desta forma um custo
mensal por paciente que varia de R$ 2.300,00 a R$ 7.800,00,
respectivamente. Além disso, o tratamento medicamentoso
geralmente estd associado a outros tratamentos de suporte,
como a fisioterapia, a psicoterapia, a fonoaudiologia, a terapia
ocupacional. Estes tratamentos complementares visam a
manutencdo da qualidade de vida do paciente, principalmente
nos pacientes com sequelas incapacitantes (CALLEGARO et al.,
2002). Assim, a descoberta de novos compostos
imunomoduladores, tratamentos e/ou alvos terapéuticos €
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necessaria para o desenvolvimento de terapias mais eficazes,
com menores custos e menos efeitos adversos.

Tabela 2. Efeitos adversos e estratégias terapéuticas dos
farmacos utilizados no tratamento da EM. Tabela baseada no
trabalho de Mahdavian e colaboradores (MAHDAVIAN et al.,

2010).
Composto Eventos adversos Avaliagdo e estrategias
de gerenciamento
- - Titulagéo da dose,
Reacgbes no sitio de ) L !
8 ~ meétodos topico (p.e. gelo);
administracéo L
auto-limitado.
Reviséo de outros
medicamentos
Aumento nas hepatotoxicos,
enzimas indicativas consideragéo de
de dano hepatico suspensdo do INF-B ou
tratamento com dose mais
INF-B baixa.
Reducéo da dose,
Leucopenia desc_ontlrjwdade da
medicacdo ou tratamento
com dose mais baixa.
Considerar avaliagcédo
psiquiatrica e terapia
Depresséao antidepressiva; se severa,
considerar descontinuacao
da medicacéo.
Métodos tépicos.
Reacdes no sitio de
Copaxone

administracao

Nenhum -
autolimitado.

geralmente




Reacdes sistémicas
benignas (dispneia e
palpitacdes)
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Bradiarritmia

Fingolimode

Edema macular

Infeccbes por Herpes
virus

Protocolo de
administracdo de primeira
dose (monitoramento da
frequéncia cardiaca e
pressdo sanguinea por
6h).

Consulta com cardiologista
em caso de fatores de
risco ou eletrocardiograma
anormal.

Monitoramento  cardiaco
em caso de fatores de
risco ou a ocorréncia de
eventos durante a
observacdo de primeira
dose.

Monitoramento
oftalmolégico; considerar
indefinidamente em
pacientes diabéticos ou
com histérico de uveite.

Terapia antiviral;
considerar profilaxia em
pacientes com recorréncia

Teriflunomida  Risco teratogénico

Enfatizar para uma
contracepcao confiavel; se
ocorrer gravidez durante o
uso ou em caso de
planejamento apés o uso,
utilizar protocolo de
aceleracdo da eliminacao
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do medicamento

Monitoramento mensal de
funcdo hepdtica, por 6
meses, descontinuidade
do medicamento e uso do
protocolo de aceleracéo
de eliminacao do
composto em caso de
toxicidade moderada.

Hepatotoxicidade

. Auto-limitado; pode
Ruborizagdo da face .
~ ocorrer com alimentos ou
(relagdo com a dose) L
aspirina.
Dimetil o ] .
fumarato Sintomas  adversos Auto-limitado; sintomatico.
(BG-12) gastrointestinais
. Monitoramento
Leucopenia .
laboratorial.
Auto-imunidade Monitoramento
Alemtuzumab . .
secundaria laboratorial.

Diversos modelos animais de EM séao utilizados para o
estudo de novos alvos moleculares, dentre o0s quais se
destacam: i) a encefalomielite induzida pela administracdo de
cuprizona, um agente quelante de cobre; ii) camundongos com
mutagdo para as proteinas de mielina; e iii) a encefalomielite
autoimune (alérgica) experimental, sendo esse o modelo mais
utiizado pela facilidade de implementacdo, seguranca e
reprodutibilidade superiores. A EAE surgiu como modelo da EM
em 1925 através da observacao de que coelhos imunizados com
homogenato de medula espinal humana apresentaram
inflamacdo no SNC, com posterior paralisia. Atualmente, a
inducdo da EAE pode ser realizada de duas maneiras distintas:
ativa (Figura 2) ou passiva. Para a imunizacdo ativa, utiliza-se
peptideos ou proteina de mielina, tais como fragmentos da
proteina basica de mielina (PBM), da proteolipoproteina (PPL) ou
glicoproteina de mielina oligodendroglial (MOG). Esses peptideos
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devem ser administrados juntamente com o adjuvante completo
de Freund (CFA), que é responsavel por sensibilizar o sistema
imune (STROMNES e GOVERMAN, 2006a). Os animais
recebem ainda uma inje¢ao i.p. de uma solucdo contendo toxina
Pertussis em PBS nos dias 0 e 2 pds-imunizagdo (p.i.). Uma
segunda imunizagao pode ser realizada sete dias apés a primeira
administracdo a fim de aumentar as chances de sucesso da EAE
(STROMNES e GOVERMAN, 2006a), conforme ilustrado na
Figura 2. Em contrapartida, a imunizagdo passiva ocorre pela
transferéncia de células T CD4+ previamente reativas aos
antigenos de mielina (STROMNES e GOVERMAN, 2006b),
sempre realizada em linhagens de animais naive susceptiveis, tal
como o camundongo C57BL/6.
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Apo6s a inducdo da EAE, os animais podem apresentar
diferentes cursos clinicos, tais como: i) classico, o qual se
manifesta clinicamente como uma paralisia flacida ascendente da
cauda, progredindo para as patas traseiras e, posteriormente,
para as dianteiras (Tabela 3), com a presenca de lesdes
desmielinizantes na medula espinhal ou ii) atipico, o qual
apresenta sintomas motores, sensoriais e cognitivos do tipo
surto-remissdo, com lesbes em regibes supra-espinhais
(KERLERO DE ROSBO et al, 1995; STROMNES e
GOVERMAN, 2006a). Dentro desse contexto, observa-se que a
PLPi39.451 em camundongos SJL/J; o MBPAcii;; em
camundongos PL/J; e o peptideo MOGz3s.55 em camundongos
C57BL/6 induzem manifestacdo cinica classica da EAE
(STROMNES e GOVERMAN, 2006a). Por outro lado, a EAE
atipica pode ser obtida pela administracdo do MOGgzs.55 em
camundongos PL/J, com inicio dos sintomas somente apds o 50°
dia p0és-imunizagcdo, enquanto que nos animais C57BL/6 os
sintomas iniciam-se entre o 10° e 20° dia pds-imunizacédo
(KERLERO DE ROSBO et al., 1995). Outros fatores que
influenciam no desenvolvimento da EAE sdo a idade e o sexo
dos animais, com maior incidéncia em fémeas jovens - 6 a 10
semanas de idade (STROMNES e GOVERMAN, 2006a).

Tabela 3. Escore clinico da EAE (STROMNES e GOVERMAN,
2006a).

Escore Sinais clinicos Observaces

Os animais ficam com as patas
posteriores estendidas; a cauda

0 Sem sinais enrola no objeto cilindrico; andar
normal.
Os animais ficam com as patas
05 Perda parcial do tbnus posteriores estendidas; ponta da

da cauda cauda caida e/ou ndo enrola no
objeto cilindrico; andar normal.

Perda total do ténus ©OS animais ficam com as patas
1 da cauda estendidas; cauda caida e n&o
enrola no objeto cilindrico; andar
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normal.

Os animais contraem as patas
posteriores quando sdo seguros

Perda na pela cauda; 0s animais
5 coordenacao dos caminham com falta de
movimentos, paresia coordenacdo nos movimentos;
das patas posteriores 0s animais apresentam reflexo
nas patas quando apertadas;
cauda sem tdnus.
Uma das patas Os animais arrastam uma das
2,5 posteriores patas; uma das patas nao
paralisadas responde ao reflexo.
Ambas as patas posteriores
Ambas as patas paralisadas; os animais arrastam
3 posteriores ambas as patas posteriores e
paralisadas ambas néo respondem ao
reflexo.
Patas posteriores arrastadas;
35 Fragueza nas patas patas dianteiras com dificuldades
' anteriores de mover o corpo; ambas as
patas nao respondem ao reflexo.
- Os animais ndo se movem; as
Paralisia das patas . .
4 : patas posteriores e anteriores
anteriores ~
nao respondem ao reflexo.
Morte. Nenhum movimento; frio
5 Moribundo/morte ao toque, respiracdo alterada.
Animais sé@o eutanasiados.
Além das alteracdes motoras, também é possivel observar
durante o0 desenvolvimento da EAE, comportamentos

caracteristicos de outras neuropatias como hiperalgesia, alodinia
e comportamento tipo-depressivo (DUTRA et al., 2013; GENTILE
et al., 2015; MAJIDI-ZOLBANIN et al., 2015). Esses sintomas séo
observados de forma semelhante em humanos (TURNER et al.,
2016), o que aumenta ainda mais a confiabilidade do modelo.
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1.4. Depressao

A perda do bem-estar e a incapacitacdo sofrida pelos
pacientes com TDM possui impacto direto na economia devido a
diminuicdo na produtividade dos individuos afetados e a maior
utilizacdo dos servicos de saude publica (GREENBERG et al.,
2003). Dentre as principais questbes econf6micas relacionadas
ao TDM estdo os altos custos devido a frequente cronicidade,
podendo haver recorréncia, assim como o suicidio, que €
associado a surtos psicoticos (BRANCHI et al., 2013; HUNTER
et al., 2014). Os custos relacionados ao TDM, na economia norte
americana, no ano 2000, foram estimados em 83,1 bilhdes de
délares. Deste total, U$ 26,1 bilhdes foram em gastos diretos
com cuidados médicos, U$ 5,4 bilhdes em custos relacionados a
morte por suicidio e U$ 51,5 bilhdes em custos indiretos por
faltas ou incapacidade no trabalho (GREENBERG et al., 2003).
Embora os dados epidemiolégicos no Brasil sejam escassos, é
sugerido que os custos do tratamento do TDM seja de cerca de
5.500,00 reais por paciente por ano (LEPINE et al., 2012). H4
previsdo de que até o ano de 2020, o TDM ser& a segunda maior
causa de incapacitagdo de pessoas por ano, no mundo (CHING-
LOPEZ et al., 2015). Em 2030 o TDM podera se tornar a principal
doenca a causar maior perda de tempo de vida por debilidade ou
morte. Atualmente, estima-se que de 17 a 21 % da populacdo
mundial desenvolvera, ao menos, um episédio depressivo
durante a sua vida (SCHECHTER et al., 2005; ASCHBACHER et
al., 2012). Ainda, a epidemiologia do TDM demonstra que as
mulheres sdo mais afetadas do que homens em uma proporgao
de 2:1 (KESSLER, 2003).

O TDM era conhecido como melancolia, do grego “melas”,
preto, e “kholé”, bile, ou seja, bile negra. Os gregos acreditavam
gue o humor, bile negra, tido como um dos quatro fluidos basicos
do corpo (os outros trés eram: sangue, fleuma e bile amarela)
que determinavam a personalidade das pessoas e que um
desequilibrio entre estes quatro tipos de fluidos gerava a
melancolia (WONG e LICINIO, 2001). Desta forma, a melancolia
era um desequilibrio no fluido biliar e foi definida por Hipdcrates
como “uma afecgdo sem febre, na qual, sem razdo, o espirito
triste permanece sem razdo, fixado em uma mesma ideia,
constantemente abatido...”. O termo melancolia foi usado até o
século 19, mas acabou por se tornar referéncia a uma patologia
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e mais tardiamente a um temperamento. O termo depresséo foi
usado inicialmente por Louis Delasiuave em 1856, tendo sido
derivado da palavra latina deprimere que significa pressao,
aparecendo a partir de 1860 em dicionarios médicos e se
referindo metaforicamente e fisiologicamente como perturbacdes
no estado de humor (BERRIOS, 1988).

Nos episddios depressivos diversos sintomas, descritos na
Tabela 4, podem ser observados. Entretanto, como preconizado
no Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais,
quinta edicdo (DSM 5 - Manual diagnéstico e estatistico de
transtornos mentais, 2014), para que um paciente receba o
diagnostico sdo necessarios cinco ou mais sintomas e que ao
menos um deles seja humor deprimido ou anedonia.

Tabela 4. Diagnéstico da TDM. Fonte: DSM-5, 2014,

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Cinco (ou mais) dos seguintes sintomas estiveram presentes
durante o0 mesmo periodo de duas

semanas e representam uma mudanca em relacdo ao
funcionamento anterior; pelo menos um

dos sintomas é (1) humor deprimido ou (2) perda de interesse ou
prazer.

Nota: N&o incluir sintomas nitidamente devidos a outra condi¢cido
médica.

1. Humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias,
conforme indicado por relato

subjetivo (p. ex., sente-se triste, vazio, sem esperanca) ou por
observacéo feita por outras

pessoas (p. ex., parece choroso). (Nota: Em criancas e
adolescentes, pode ser humor irritavel.)

2. Acentuada diminuicdo do interesse ou prazer em todas ou quase
todas as atividades na

maior parte do dia, quase todos os dias (indicada por relato subjetivo
ou observacéo feita por

outras pessoas).

3. Perda ou ganho significativo de peso sem estar fazendo dieta (p.
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ex., uma alteracdo de mais

de 5% do peso corporal em um més), ou reducdo ou aumento do
apetite quase todos os

dias. (Nota: Em criangas, considerar o insucesso em obter o ganho
de peso esperado.)

4. Ins6nia ou hipersonia quase todos os dias.

5. Agitacao ou retardo psicomotor quase todos os dias (observaveis
por outras pessoas, ndo meramente sensacdes subjetivas de
inquietagdo ou de estar mais lento).

6. Fadiga ou perda de energia quase todos os dias.

7. Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada
(que podem ser delirantes)

guase todos os dias (ndo meramente autorrecriminag¢&o ou culpa por
estar doente).

8. Capacidade diminuida para pensar ou se concentrar, ou
indecisdo, quase todos os dias (por

relato subjetivo ou observagéo feita por outras pessoas).

9. Pensamentos recorrentes de morte (ndo somente medo de
morrer), ideaco suicida recorrente

sem um plano especifico, uma tentativa de suicidio ou plano
especifico para cometer suicidio.

B. Os sintomas causam sofrimento clinicamente significativo ou
prejuizo no funcionamento social,

profissional ou em outras &reas importantes da vida do individuo.

C. O episédio ndo é atribuivel aos efeitos fisiolégicos de uma
substancia ou a outra condi¢do médica.

D. A ocorréncia do episodio depressivo maior ndo é mais bem
explicada por transtorno esquizoafetivo,

esquizofrenia, transtorno esquizofreniforme, transtorno delirante,
outro transtorno do espectro

da esquizofrenia e outro transtorno psicético especificado ou
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transtorno da esquizofrenia

€ outro transtorno psicotico ndo especificado.

E. Nunca houve um episédio maniaco ou um episédio hipomaniaco.

Nota: Os Critérios A-C representam um episodio depressivo maior.

Nota: Respostas a uma perda significativa (p. ex., luto, ruina financeira,
perdas por um desastre natural, uma doenca médica grave ou
incapacidade) podem incluir os sentimentos de tristeza intensos,
ruminagdo acerca da perda, insbnia, falta de apetite e perda de peso
observados no Critério A, que podem se assemelhar a um episodio
depressivo. Embora tais sintomas possam ser entendidos ou
considerados apropriados a perda, a presenca de um episddio
depressivo maior, além da resposta normal a uma perda significativa,
também deve ser cuidadosamente considerada. Essa decisdo requer
inevitavelmente o exercicio do julgamento clinico baseado na histéria do
individuo e nas normas culturais para a expressao de sofrimento no
contexto de uma perda.*

Nota: Essa exclusdo ndo se aplica se todos o0s episodios do tipo
maniaco ou do tipo hipomaniaco sao induzidos por substancia ou sdo
atribuiveis aos efeitos psicoldgicos de outra condi¢cdo médica.

Embora a etiologia da doenca ndo esteja estabelecida,
sabe-se que diversos fatores genéticos e ambientais contribuem
para o desenvolvimento do TDM, dentre eles alteracdes
genéticas e ambientais. Ambos os fatores desencadeiam
desequilibrios bioguimicos, fisiolégicos e morfologicos, tornando
possivel afirmar que a etiologia é multifatorial (GOLDBERG,
2006). Além disso, este transtorno psiquiatrico esta
frequentemente associado a outras doencgas, ou seja, apresenta
alto indice de comorbidade. Algumas doencas parecem ter sua
piora induzida com o aparecimento do TDM, como as doencas
cardiovasculares, neurolégicas e céancer (HALARIS, 2009;
MEHNERT et al., 2014; TAO e WANG, 2016). Além disso, ha
uma alta taxa de comorbidade entre o TDM e transtornos de
ansiedade, estimada entre 60 e 90 % (DEVANE et al., 2005).



Tabela 5. Antidepressivos utilizados no tratamento da TDM e seus efeitos adversos. 5-HT = serotonina; dopamina =
dopamina; MAO-A/B = monoaminas oxidase A/B; NA = noradrenalina. Fonte: o autor.

Classificagao Antidepressivo

Principal mecanismo
de acdo

Efeitos Colaterais

Referéncias

Tranilcipromi-na
Clorgilina
Moclobemida

Inibidores da MAO
A/B

Inibem as enzimas
MAO A e B envolvidas
na degradacéo das
monoaminas,
aumentando os niveis
das monoaminas na
fenda sinaptica.

Sedacao

Confusédo

Perda da coordenacao
motora precisa
Tremores
Excitacédo
Convulsdes

Ganho de peso
Hipotensao postural
Boca seca
Obstipacéo
Retencao urinaria

(MCKERNAN, DINAN e
CRYAN, 2009; GOODMAN
etal., 2011)

Clomiprami-na

Antidepressivos Imipramina
triciclicos Amitriptilina
Nortriptilina

Blogueiam os
transportadores NA e
5-HT, aumentando os
niveis de 5-HT e NA na
fenda sinaptica

Ganho de peso
Sonoléncia
Constipagéo

Boca seca

Diminuicdo da acuidade
visual

Tontura

Hipotenséo
Estimulacdo do apetite

(PEIXOTO et al., 2008;
GOODMAN et al., 2011)
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Ansiedade
Alteracbes nos
movimentos motores

Blogueiam os Apatia
Inibidores seletivos Floxetina transportadores 5-HT, Nauseas
da recantacio de Sertralina aumentando os niveis Vémitos (PEIXOTO et al., 2008;
plag Paroxetina de 5-HT na fenda Aumeto da motilidade GOODMAN et al., 2011)
serotonina . D . .
Citalopram sinaptica intestinal
Colicas e diarreias
Estimulacao do apetite
Diminuicédo do peso
Anorexia
Disfuncéo sexual
Ganho de peso
Mecanismo de acao Spnoléncia
Mi . ; Hipotens&o postural
irtazapina variado, normalmente . ~ .
5 ) . Estimulacao do apetite
Venlafaxina agindo através do Perda de peso devido a
Antidepressivos de  Trazodona agonismo ou anorexia P (PEIXOTO et al., 2008;
nova geragao Milnaciprano antagonismo de . GOODMAN et al., 2011)
" Fragueza ou fadiga
Bupropiona receptores de 5-HT, de ; .
: ; Taquicardia
Duloxetina NA, de dopamina e de ; ~
hi i Constipagéo
istamina.

Obs. Efeitos adversos
que variam com o
farmaco
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O tratamento do TDM pode envolver farmacos
antidepressivos 0s quais possuem diferentes modos de acgéo
(Tabela 5). Embora os antidepressivos sejam capazes de atuar
sobre os sintomas do TDM, apenas um terco dos pacientes
atingem a remissdo completa dos sintomas (AL-HARBI, 2012).
Ainda, 10 a 30 % dos pacientes nao respondem a nenhum tipo
de tratamento e em 70% dos individuos, a primeira escolha de
antidepressivo ndo possui efeito sobre os sintomas do TDM (AL-
HARBI, 2012). Além disso, € comum 0s pacientes apresentarem
efeitos adversos, como os descritos na tabela 5, que influenciam
seu cotidiano; dificultando a ades&o ao tratamento.

Desta forma, dentre os farmacos utilizados para tratar o
TDM podemos citar os inibidores da monoamina oxidase (MAO)
e os inibidores da recaptagdo de monoaminas (serotonina,
norepinefrina, e dopamina). Os inibidores da recaptacdo de
monoaminas podem ser seletivos, como os inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina, noradrenalina, ou ndo seletivos
como o0s antidepressivos triciclicos. Ha também os
antidepressivos ditos atipicos, cujo mecanismo de acdo ndo se
encaixa em nenhuma das descri¢bes anteriores (HOLTZHEIMER
e NEMEROFF, 2006). Os inibidores ndo-seletivos das MAO, ou
seletivos para MAO-B, se originaram a partir de medicamentos
desenvolvidos para tratar a tuberculose. Durante o tratamento
destes pacientes observou-se uma melhora no humor
(MASSART, MONGEAU e LANFUMEY, 2012). A partir da
observacao dos efeitos dos antidepressivos sobre os niveis das
monoaminas surgiu a hipétese monoaminérgica, postulando que
uma reducao nos niveis de serotonina, dopamina e noradrenalina
seria a principal causa do TDM (SCHILDKRAUT, 1965).
Entretanto, outros estudos questionaram essa hipotese,
sugerindo que a diminuicAio de monoaminas seja um
epifendmeno (DUMAN e LI, 2012; MASSART et al., 2012).

Varios estudos tém demonstrado uma reducédo de volume
do hipocampo e cortex pré-frontal de pacientes diagnosticados
com TDM (DREVETS, PRICE e FUREY, 2008; MACQUEEN et
al., 2008). Estudos post-mortem (MIGUEL-HIDALGO e
RAJKOWSKA, 2002; DREVETS et al., 2008) e pré-clinicos
(DUMAN e MONTEGGIA, 2006) mostraram que neurbnios e
células gliais sao afetadas nessas regides. Ressalta-se que
esses estudos demonstraram que 0 estresse parece ter um papel
critico no desenvolvimento do TDM (DUMAN e MONTEGGIA,
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2006; KRISHNAN e NESTLER, 2008). A atrofia cerebral,
conforme observado em estudos post-mortem e em modelos
animais, sugere um papel para a reducdo de neurotrofinas. A
sobrevivéncia de células neuronais depende de moléculas que
ativam receptores especificos, os quais ativam mecanismos de
sobrevivéncia e protecao celular (DUMAN e MONTEGGIA, 2006;
KRISHNAN e NESTLER, 2008; CASTREN e RANTAMAKI,
2010). Em modelos de depresséo e de estresse cronico, diversas
neurotrofinas estdo diminuidas. Entre elas estdo o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain derived
neurotrophic factor), fator de crescimento de fibroblasto, fator de
crescimento do nervo ou neural e neurotrofina-3 (MAO et al.,
2010a; MAO et al., 2010b). Além disso, os niveis de BDNF estéo
reduzidos no soro de pacientes com TDM e o tratamento com
antidepressivos induziu ao aumento desta neurotrofina (SEN,
DUMAN e SANACORA, 2008; BOCCHIO-CHIAVETTO et al.,
2010). Estes achados deram origem a hipétese neurotréfica da
depressdo (DUMAN e LI, 2012). Até o0 momento, o BDNF ¢é a
neurotrofina mais estudada na depressdo (BJORKHOLM e
MONTEGGIA, 2015). As alteracBes neurotréficas parecem ser
regido-especificas, sendo encontradas principalmente em
regides relacionadas com o eixo hipotalamo-hipofisario (HPA, do
inglés hipotalamic-pituitary axis) (STEPANICHEV et al., 2014).

Atualmente, tem sido aceita a hipotese de que a
desregulacdo do eixo HPA seja uma das causas da depressao.
Niveis elevados de cortisol e corticosterona, chamados
hormdnios glicorticéides, sao frequentemente encontrados no
soro de pacientes e de animais submetidos a modelos animais
de depressao, respectivamente (VREEBURG et al., 2009; GONG
et al.,, 2015; JINDAL, MAHESH e BHATT, 2015). Devido a
lipofilicidade dos horménios glicocorticoides, estes atravessam a
barreira  hematoencefdlica e ligam-se aos receptores
glicocorticoides no interior da célula (VIELKIND et al., 1990).
Embora a ativacdo dos receptores glicocorticoides, ou receptor
corticoide do tipo Il, ndo induza diretamente a morte celular, a
ativagcdo continua induz susceptibilidade a insultos neurotéxicos
(CONRAD, 2008). A ativacdo prolongada dos receptores de
glicocorticoides causa retracdo das espinhas dendriticas,
reduzindo a comunicacdo entre neurbnios e a liberagdo de
neurotrofinas (CONRAD, 2008).
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Diversos modelos animais foram desenvolvidos para
investigar a possivel etiologia do TDM e induzem
comportamentos tipo-depressivo. Esses comportamentos s&o
observados em testes desenvolvidos para avaliar a possivel
eficacia de compostos na depressdo. Dentre os modelos animais
desenvolvidos podemos citar: a) o estresse crdnico imprevisivel,
no qual o animal é submetido a diferentes situacdes estressantes
durante duas ou mais semanas (WILLNER et al., 1987); b)
modelo da derrota social, no qual um camundongo é colocado
em presenca do macho dominante 5 min por dia durante duas
semanas (KUDRYAVTSEVA, BAKSHTANOVSKAYA e
KORYAKINA, 1991); c) estresse de retengdo, no qual o animal
fica retido em um recipiente de modo a restringir por completo
seus movimentos (YANO, AKAHANE e HARADA, 1977); d)
administracdo repetida de corticosterona, que mimetiza a
disfuncdo do eixo HPA (INOUE e KOYAMA, 1996); e e)
administracdo de ativadores da inflamagdo como LPS, que
induzem eventos neurinflamatérios (YIRMIYA, 1996). Como
previamente descrito neste capitulo, além da reducdo de
neurotransmissores na fenda sinptica diversas alteragbes ja
foram observadas no cérebro de pacientes e em modelos
animais de depressdo. Entretanto, a maior parte dos
antidepressivos utilizados na clinica visa aumentar a quantidade
de neurotransmissores, tais como serotonina, dopamina e
noradrenalina, ou potencializar a sua a¢do, como mostrado na
Tabela 5 (LEISTEDT e LINKOWSKI, 2013).

Os modelos de depressdo induzem comportamento tipo-
depressivo. Esse comportamento € mensurado pelo tempo que
0s animais permanecem iméveis nos testes do nado forcado
(TNF, do inglés “forced swimming test”) desenvolvido por Porsolt
e colegas em 1977, e no teste de suspenséo pela cauda (STERU
et al., 1985). Outros pardmetros também podem ser analisados
nos modelos de depresséo, como a anedonia. Um dos testes que
avalia a perda do prazer é a preferéncia pela sacarose, no qual é
avaliada a quantidade de solucédo de sacarose que é consumida.
Os animais que possuem comportamento tipo-depressivo
consomem menos solucdo de sacarose do que 0s animais
controle, que ndo foram submetidos aos procedimentos de
inducdo do comportamento tipo-depressivo (MUSCAT, PAPP e
WILLNER, 1992). A anedonia também pode ser avaliada no
splash test, o qual consiste em borrifar uma solucdo de 10% de
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sacarose no dorso do animal e cronometrar o tempo de
autolimpeza (DUCOTTET e BELZUNG, 2004). Além disso, o
splash test também permite avaliar a motivacdo através da
medida do tempo de laténcia para iniciar a autolimpeza
(D'AUDIFFRET et al.,, 2010). Neste teste os animais que
apresentam um comportamento tipo-depressivo possuem uma
laténcia maior para iniciar a autolimpeza (“grooming”). Assim, &
possivel identificar se compostos novos tem potencial de estudos
clinicos para depresséo.

1.4.1. Inflamacéo, neuroinflamacéo e TDM

A primeira evidéncia de que mecanismos inflamatérios
estariam associados ao TDM surgiu em 1991. A ideia de que o
sistema imune poderia estar relacionado com doencas mentais
veio da observagéo de que citocinas como o interferon-a, -, e -y
(INF-a, -B e -y), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as
interleucinas 1 e 2 (IL-1 e -2) podem chegar ao SNC. As citocinas
atravessam a barreira hemato-encefalica, chegando a varias
regibes do cérebro, incluindo o hipotdlamo (SMITH, 1991). Foi
observado que a IL-1 induz alteragBes no sono (SMITH, 1991,
SCHMIDT et al., 2015), na meméria (SCHMIDT et al., 2015), na
percepgcdo da dor (SMITH, 1991), e provoca a liberagdo de
horménios hipofisarios (SMITH, 1991; SCHMIDT et al., 2015;
QADRI et al., 2016). A IL-1 também é capaz de regular fatores de
crescimento (SMITH, 1991; HO e BLUM, 1997), temperatura
corporal (FURUZAWA et al., 2002) e modular fome e locomocéao
(SMITH, 1991; FURUZAWA et al., 2002; NUNES et al., 2014).
Smith et al. (1991) observaram, ainda, que a administracdo de
citocinas em pacientes com cancer tinha efeitos na cognigéo e no
comportamento. Altas doses de IL-2 induziram alteracbes
cognitivas e comportamentais graves, incluindo delirium,
desorientagdo, ilusdo, paranoia, irritabilidade, incoeréncia, perda
de memoria, incapacidade de concentracdo, depressao,
agitacdo, fadiga severa, anorexia e mal-estar. O aumento no
receptor de IL-2, bem como de TNF-a e IL-6, também foi
observado no sangue periférico de pacientes com TDM, sendo
estas citocinas correlacionadas com o aparecimento de sintomas
ndo-motores (fadiga, transtornos de humor, alteragdes no sono,
ansiedade e outros) (LINDQVIST et al., 2012).
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Os interferons, que s&o produzidos por células
inflamatérias, também foram utilizados para tratar pacientes com
cancer. Esse tratamento afeta o SNC, levando ao aparecimento
de sintomas, como fadiga, letargia ou confusdo mental (SMITH,
1991). Os estudos com IL-2 e interferons forneceram evidéncias
iniciais, claras e convincentes de que 0 sistema imune possui
uma forte ac@o sobre o sistema nervoso central. Além disso,
pessoas que sao infectadas por virus ou bactérias apresentam
sintomas de mal-estar, fadiga, depressdo, isolamento, falta de
motivacdo, apetite reduzido e letargia (MILLER e RAISON,
20186).

Apenas um ano apés as observacdes de Smith, Maes e
colaboradores (1992) demonstraram uma razdo de linfocitos
Th/Treg maior em pacientes depressivos do que aquela
observada em pacientes controle. Esses dados sugeriram que
durante o TDM ocorre ativagdo do sistema imune que poderia
estar relacionado com o aparecimento dos sintomas (MAES et
al., 1992). Além disso, pacientes que desenvolvem doencas, nas
quais ha neuroinflamagcdo, também tendem a desenvolver
sintomas depressivos. Isso é observado na DP, AD, EM e
traumatismo crénioencefalico (BRITES e FERNANDES, 2015;
YIRMIYA, RIMMERMAN e RESHEF, 2015; MOGHADASI et al.,
2016). Ainda, uma histéria de sepse € um fator de risco para
doencas neurol6gicas, incluindo doencas neurodegenerativas e
sintomas depressivos (SANKOWSKI, MADER e VALDES-
FERRER, 2015). Esse efeito também é observado em modelos
animais de sepse (COMIM et al, 2010) ou por injecéao
intraperitoneal do LPS (BRUSTOLIM et al.,, 2006; MARTIN-DE-
SAAVEDRA et al., 2013). O papel da sepse no desenvolvimento
de transtornos neurolégicos parece estar relacionado com a
presenca de vasos linfaticos no SNC, que permeiam 0s seios
durais (LOUVEAU et al, 2015). Caso seja confirmado
(LOUVEAU et al., 2015), ha possibilidade de que a passagem de
células imunes e citocinas, chegando ao SNC, seja muito maior
do que se conhece hoje.

Um modelo que tem sido utilizado para induzir
neuroinflamacdo e comportamento tipo-depressivo em
camundongos é a administracdo intraperitoneal de LPS em
doses muito menores do que aquelas necessarias para induzir
sepse (MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013; SULAKHIYA et al.,
2016). Em roedores, varios mecanismos de inducdo de
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comportamento tipo-depressivo pelo LPS ja foram sugeridos. O
primeiro evento associado com alteragbes do comportamento
induzido por LPS foi o aumento de citocinas pré-inflamatorias no
SNC. Layé e colaboradores (1995) mostraram que a
administracao periférica de LPS induziu o aumento dos niveis de
MRNA do gene de IL-1B8 no hipotalamo e hipocampo dos
animais. O aumento nos niveis de transcritos de IL-1f foi abolido
pela vagotomia (retirada do nervo vago) (LAYE et al., 1995).
Porém, a reducdo nos niveis de mRNA sé foi observada no
hipotdlamo e hipocampo, mas outras regides cerebrais como a
glandula hipéfise ainda possuiam niveis aumentados de
transcritos de IL-18 (LAYE et al., 1995). Estes dados sugerem
gue 0 nervo vago é uma importante via de comunicagao entre o
sistema imune e o SNC, mas ndo a Unica via. Alguns anos
depois, Propes investigou o papel do eixo HPA nas respostas
comportamentais induzidas por infec¢des. Para isto, administrou
IL-1B em ratos adrenalectomizados por via periférica ou central e
observou que apenas aqueles que receberam a citocina
perifericamente é que apresentaram comportamento tipo-
depressivo (PROPES e JOHNSON, 1997). Também administrou
nesses animais o LPS, e embora o0s ratos néo
adrenalectomizados também tenham apresentado
comportamento tipo-depressivo, aqueles adrenalectomizados
apresentaram um comportamento mais exacerbado. Além disso,
recentemente foi demonstrado que o LPS ativa o eixo HPA e o
fator de transcricdo c-Fos, o qual esta relacionado com a
ativacdo neuronal (QADRI et al., 2016). Em conjunto, estes
dados sugerem que a desregulacéo do eixo HPA contribui para a
inducdo do comportamento tipo-depressivo observado em
roedores.

E interessante observar que o LPS é capaz de induzir
modificagbes no SNC compativeis com outras teorias causais do
TDM, como a teoria monoaminérgica e a neurotréfica (MAES et
al., 2009). Ap6s a administracdo de LPS, foram encontrados
niveis reduzidos de monoaminas e aumento dos seus
respectivos metabdlitos no ndcleo accumbens e no cortex pré-
frontal medial de camundongos (VAN HEESCH et al., 2014).
Apo6s administracdo periférica de LPS em camundongos, a
reducdo nos niveis das monoaminas parece estar relacionada
com o0 aumento na atividade das enzimas MAO-A e
acetilcolinesterase (MING et al., 2015). Além da reducdo nos
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niveis das monoaminas, o LPS também induz uma diminuicdo
nos niveis de neurotrofinas como o BDNF (GUO et al., 2014;
NOWACKA et al, 2015), o fator de crescimento vascular
endotelial (NOWACKA et al., 2015) e o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (PARK et al., 2011). Apesar dos
efeitos do LPS reduzindo os niveis de monoaminas e
neurotrofinas, o principal efeito deste componente bacteriano
parece estar relacionado ao aumento de citocinas inflamatdrias
no SNC. Essa hipétese é embasada pelo trabalho de Konsman
et al. (2008), que demonstrou que a administracdo
intracerebroventricular de um antagonista de receptores de IL-13
(IL.-1ra) 4 h apds a injecdo de LPS reverteu a diminuicdo na
interacdo social induzida pelo LPS em ratos (KONSMAN et al.,
2008). Entretanto, a administracdo de IL-lra ndo reverteu o
aumento de corticosterona induzido pelo LPS (KONSMAN et al.,
2008). Além disso, a inje¢do via i.c.v. de IL-1B induziu a reducéo
nos niveis de monoaminas na amigdala, no hipocampo, no
hipotdlamo e cortex frontal de ratos (SONG, MANKU e
HORROBIN, 2008). Além da IL-1B, o aumento nos niveis de
outras citocinas como TNF-q, IL-6 e IL-10 j& foi observado em
animais desafiados com o LPS, mostrando que este composto é
capaz de ativar eventos inflamatérios no SNC (HASEGAWA-
ISHII et al., 2016a).

Além das citocinas, outros parametros inflamatérios
também estdo presentes, como 0 aumento nos niveis de ERO e
ERN no hipocampo e cortex pré-frontal 24 h apés a
administracdo de 0,83 mg/kg de LPS via i.p. em camundongos
(GAWALI et al., 2016). Os niveis de ERO e ERN podem ser
medidos indiretamente através do uso de anticorpos especifico
contra proteinas modificadas, tais como adutos com
malondialdeido e formacdo de nitrotirosinas (AYALA, MUNOZ e
ARGUELLES, 2014). E interessante ressaltar que a esculetina,
um composto derivado da cumarina que possui efeito
antioxidante, foi capaz de inibir o surgimento do comportamento
tipo-depressivo  induzido pelo LPS em camundongos
(SULAKHIYA et al., 2016). Isso sugere que 0S mecanismos
oxidativos podem ser indutores importantes do comportamento
tipo-depressivo. Ainda, a esculetina inibiu a ativacdo da iNOS,
uma das enzimas responsaveis pela produgdo de 6xido nitrico
(SULAKHIYA et al., 2016). As espécies reativas parecem estar
relacionadas com os mecanismos de morte celular observada no
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hipocampo de animais desafiados com o LPS (NOLAN et al.,
2003). A morte de neurbnios hipocampais, no modelo do LPS,
condiz com os achados em pacientes com TDM que também
apresentam redu¢do do volume hipocampal (FRODL et al.,
2008). Em conjunto, estes dados sugerem que durante o
processo inflamatério, relacionado com a inducdo de um
comportamento tipo-depressivo, as citocinas e as ERO/ERN sé&o
produzidas em maior quantidade, podendo ser utilizadas como
um indice do processo inflamatério.

1.5. A inter-relacdo entre os sistemas dopaminérgico e
imune no decurso de doencgas neuroldgicas

A inflamac&o no SNC é capaz de provocar alteracdes nas
vias dopaminérgicas e reduzir a producdo e liberacdo de
dopamina (FELGER e TREADWAY, 2016). Os primeiros estudos
sobre o sistema dopaminérgico comegcaram na década de 50
com a descoberta da 3-hidroxitiramina, conhecida como
dopamina, um metabdlito do aminoacido tirosina (CARLSSON,
LINDQVIST e MAGNUSSON, 1957). A dopamina possui a
capacidade de modular a percepgao sensorial, atuando sobre a
retina e bulbo olfatério; participa da regulacéo da liberacdo de
prolactina com agbes sobre a glandula pituitéria; participa do
controle da temperatura corporal, na ingesta alimentar e no
comportamento sexual atuando em vias hipotalamicas; e atua no
ajuste de pistas sensorio-motoras mediadas pelos ganglios
basais (CALLIER et al.,, 2003). Os neurdnios dopaminérgicos
apresentam dois modos distintos de atividade: tdnica, que ocorre
através do disparo esponténeo, e fasica, representada pelo
padrédo explosivo de disparos em resposta a estimulos. A
dopamina é transportada para o interior de células préximas a
fenda sinaptica, incluindo o transporte para o interior do terminal
sindptico (receptagdo). Uma vez no meio intracelular, a dopamina
é metabolizada através da enzima MAO-A e MAO-B, localizadas
membrana mitocondrial externa.



Figura 3. Metabolismo da dopamina.
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A dopamina é sintetizada a partir do amino&cido tirosina através de
duas etapas. Na primeira etapa a tirosina € hidroxilada pela enzima
tirosina hidroxilase formando L-DOPA, e na segunda sofre uma
descarboxilacdo pela acdo da enzima DOPA descarboxilase. A
degradacgdo da dopamina pode ocorrer principalmente através de duas
vias distintas, uma iniciada pela acdo da COMT e outra iniciada pela
MAO. Ambas as vias convergem para a formacdo de HVA. 3-MT = 3-
metoxitiramina; ADH = Aldeido desidrogenase; COMT = catecol-O-
metiltransferase; DHPA = 3,4-diidrofenilacetaldeido; DOPAC = &cido
diidroxifenilacético; HVA = &cido homovanilico; L-DOPA = L-3,4-
diidroxifenilalanina; MAO = monoaminas oxidase; MHPA = 3-metoxi-4-
hidroxifenilacetaldeido. Fonte: o autor.

A MAO-A esta presente em neurdnios noradrenérgicos e
dopaminérgicos e a MAO-B em células gliais e neurdnios
serotoninérgicos (ELSWORTH e ROTH, 1997; BINDA et al.,
2004). Essas enzimas convertem a dopamina em 3,4-
diidrofenilacetaldeido  ou  3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldeido,
dependendo da etapa da degradagdo em que agem. (Figura 3).
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Estes serdo metabolizados até acido homovanilico, através da
catalise envolvendo a enzima -catecol-O-metiltransferase,
presente no espaco entre neurbnios (ELSWORTH e ROTH,
1997).

Os receptores  dopaminérgicos sao  receptores
metabotrépicos, ou seja, ligados a uma proteina G. Esses
recetpores sao glicoproteinas com sete dominios transmembrana
e foram classificados em duas subfamilias, D1 e D2. Fazem
parte da subfamilia D1 os receptores D1 (D1R) e D5 (D5R), os
quais estdo acoplados a proteina G estimulatéria por meio da
qual ha ativacdo da enzima adenilato ciclase. Como resultado ha
aumento nos niveis intracelulares de AMPc, levando a ativacéo
de proteinas cinase dependentes de AMPc, ativando uma
cascata de fosforilacdo na qual outras proteinas celulares séo
moduladas. Os receptores de dopamina podem ser encontrados
distribuidos por todo o SNC, tanto em neurbnios como em
células gliais, tendo densidades maiores nas regides descritas
abaixo, sendo observadas densidades diferentes para as
diferentes subfamilias (LINEHAN et al., 2015; RANGEL-
BARAJAS, CORONEL e FLORAN, 2015; XING et al., 2015). As
regibes de maior densidade de receptores da subfamilia D1 séo
0 estriado ou putamen caudal, nlcleo accumbens e na
substancia negra pars compacta. Ja a subfamilia D2 é mais
abundante no estriado, globo palido externo, centro do nucleo
accumbens, amigdala, cortex cerebral, hipocampo e pituitaria
(RANGEL-BARAJAS et al., 2015). Esses receptores ndo estédo
restritos ao SNC, podendo ser encontrados também nos
sistemas cardiovascular, respiratério (RICCI et al., 2006), renal
(HUSSAIN e LOKHANDWALA, 2003) e imune (PACHECO,
CONTRERAS e ZOUALLI, 2014). Além disso, existem evidéncias
de que os D1R e D5R também modulam a atividade de canais
iGnicos como: a) canais de calcio (Ca*") do tipo L que aumentam
as correntes idnicas e os de tipo N e P que diminuem as
correntes ibnicas nos neurdnios estriatais; b) canais de K de
retificacdo interior acoplados a proteina G, reduzindo as
correntes de potdssio no nucleo accumbens (PODDA et al.,
2010); c) nos canais de sbdio dependentes de voltagem em
neurdnios estriatais (MA et al., 2015). Ja os receptores D2 (D2R),
D3 (D3R) e D4 (D4R) fazem parte subfamilia D2 que, por meio
de uma proteina G inibitéria (Gi), inibem a atividade da enzima
adenilato ciclase. Esses receptores também podem estar
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acoplados a outros sistemas de segundos mensageiros, cuja
ativacdo pode resultar em inibicdo da taxa de renovacédo de
fosfatidil inositol, ativacdo de canais de K* de retificagéo interna
acoplados a proteina G e inibicdo de canais de Ca®" do tipo L,
ativacdo da proteina cinase C, liberacdo de acido araquidénico,
entre outras (CALLIER et al., 2003; BEAULIEU e GAINETDINOV,
2011). Desta forma, os receptores dopaminérgicos controlam a
ativacdo neuronal por meio do controle do fluxo de ions célcio,
sédio e potassio. Entretanto, os receptores das subfamilias D1 e
D2, por terem acdes antagOnicas entre si, parecem fazer uma
regulacédo fina da atividade sinaptica (VANDERSCHUREN et al.,
1999; ALLEN et al., 2011; MAMAD et al., 2015).

Em mamiferos, as vias dopaminérgicas ascendentes
(Figura 4), que sdo feixes nervosos que partem de regides
inferiores e chegam até regides superiores do SNC, que podem
ser divididas em: a) mesoestriatal (ou nigroestriatal), que tem
origem predominante na substancia negra do mesencéfalo, cujas
projecdes neuronais chegam até o estriado dorsal, em particular
0s nudcleos caudados e putamen; b) mesocortical, que surge
predominantemente na area tegmental ventral de onde projeta
seus axbnios, sobretudo para o cortex pré-frontal; c)
mesolimbica, que também tem origem predominante na area
tegmental ventral, projetando seus neurdnios para estruturas do
sistema limbico, incluindo o ndcleo accumbens, a amigdala e o
hipocampo; e d) A via tuberoinfundibular, que se projeta do
hipotalamo até a zona infundibular, é responsavel pelo controle
da producdo do horménio prolactina pela adenohipéfise
(GARDNER e ASHBY, 2000). A via dopaminérgica mesoestriatal
esta classicamente associada com o controle da movimentacéo
(DAMIER et al., 1999). Por outro lado, diferentes condic¢fes, tais
como alerta, estresse, adicdo a drogas, e disturbios psquiatricos
e neuroldgicos, tal como a DP, tém sido associadas a alteracBes
nas vias dopaminérgicas mesolimbica e mesocortical (FINLAY et
al., 1995; VOLKOW et al., 2002).
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Figura 4. Representacédo das vias dopaminérgicas no
encéfalo.
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Em lilas a via tuberoinfundibular, neurénios dopaminérgicos no nucleo
arqueado do hipotdlamo médio-basal que se projetam até a eminéncia
média; Em vermelho a via mesolimbica, neurbnios dopaminérgicos na
area tegmental ventral do mesencéfalo e se projetam para o nucleo
accumbens, a amigdala e o hipocampo; Em roxo a via mesocortical,
neurénios dopaminérgicos na area tegmental ventral que se projetam
para o cOrtex cerebral; Em verde a via nigroestriatal, neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra que se projetam para 0 corpo
estriado. Fonte: adaptada de (SCARR et al., 2013).

Além da participacdo no SNC, evidéncias demonstram que
0 sistema dopaminérgico apresenta efeitos mdiltiplos, diretos e
importantes na maioria das células do sistema imune. Estudos
anteriores demonstraram que as células do sistema imune
podem ser reguladas pela dopamina, a qual atua em seus
receptores, principalmente, nas CD, linfocitos T e B, células
“natural killer” (NK), neutrdfilos, eosinéfilos e macréfagos
(MCKENNA et al.,, 2002; PACHECO et al.,, 2009). Assim a
presenca desses receptores nas células do sistema imunolégico
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sugere que a dopamina apresenta papel fisiolégico no controle
da resposta imune e que sua desregulagéo estaria associada ao
desenvolvimento de doencas autoimunes e cancer (PACHECO
et al., 2009). Por exemplo, os niveis de dopamina encontram-se
alterados no cérebro de pacientes com EM, lupus eritematoso
sistémico, doencgas inflamatorias intestinais e artrite reumatoide
(PACHECO et al, 2014). Nesse contexto, recente estudo
demonstrou que as células tanto do sistema imune inato, quanto
adaptativo, tais como as CD, macrofagos, linfécitos T e B, séo
capazes de sintetizar neurotransmissores. Essas células, quando
estimuladas, liberam esses mediadores, contribuindo para a
comunicagdo celular (FRANCO et al., 2007). Portanto, essas
interagbes, ndo somente sugerem que 0S neurotransmissores
podem mediar a comunicacdo entre as células do sistema
imunolégico, mas também que as citocinas estédo envolvidas com
a interligacao bidirecional entre o sistema imune e o SNC.

Comumente as células do sistema imune, tal como as CD,
expressam a enzima tirosina hidroxilase, responsavel pela
sintese de dopamina, assim como as enzimas envolvidas na
degradacdo da dopamina, tais como MAO-A e MAO-B, e o
transportador vesicular de monoaminas, o qual € necessario para
estocar a dopamina em vesiculas intracelulares. No entanto,
essas células ndo sao capazes de expressar a enzima dopamina
B-hidroxilase, a qual é responsavel pela metabolizacdo da
dopamina em outras catecolaminas, tais como epinefrina e
norepinefrina (PRADO et al., 2012), e também ndo expressam o
transportador de dopamina celular, que esta envolvido com a
captacdo do neurotransmissor do compartimento extracelular.
Em resumo, as células do sistema imune podem sintetizar
dopamina, mas nao outras catecolaminas, assim como nao sao
capazes de captar a dopamina dos compartimentos
extracelulares.

A comunicac¢do bidirecional entre o sistema imune e o
nervoso tornou-se mais evidente apos os estudos conduzidos por
Cosentino e colaboradores (2007), os quais demonstram que 0s
diferentes  receptores  dopaminérgicos possuem  agles
especificas sobre as células do sistema imune. Por exemplo, a
ativacdo do receptor de dopamina D1 em células Treg reduziu a
capacidade desse tipo celular em controlar a proliferacdo de
células T efetoras. As amostras foram obtidas do liquido sinovial
de pacientes com artrite reumatoide - a principal doenca
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reumatica autoimune (COSENTINO et al., 2007). Esse efeito pro-
inflamatério também foi observado no trabalho de Nakano et al.
(2011), que observou que a ativacdo dos DI1R, em linfocitos T
CD4+ efetores, aumentou a secrecdo de IL-6, citocina
responsavel por induzir a producéo de IL-17 - sugerindo aumento
na populagdo de linfécitos Thl7 (NAKANO et al., 2011). Os
linfécitos Thl7 sdo as principais células responsaveis pela
manutencdo das doengas autoimunes (BASDEO et al., 2015),
enquanto que as células Treg estao encarregadas da tolerancia
imune, ou seja, reduzem a resposta imune dificultando o
surgimento de doencas autoimunes (BASDEO et al., 2015).
Assim, é esperado que ativacdo de receptores dopaminérgicos
D1 tenha o papel de piorar os sintomas da EM. Ainda, a ativagéo
do: a) D5R em CD induziu a producdo de IL-23, citocina chave
na diferenciacdo de células Thl7 (PACHECO et al., 2014); b)
D4R em células T efetoras induziu senescéncia (PACHECO et
al., 2014); e c) D3R nas CD, através de mecanismos ainda nao
identificados, induziu aumento da resposta Thl e diminuiu a
resposta dependente de Thl7 e Th2 (PACHECO et al., 2014).
Em contrapartida, o antagonismo de D2R induziu o acumulo de
células T IL-6+ e IL-17+ nas articulacdes, a destruicdo da
cartilagem em pacientes com artrite reumatiode (NAKANO et al.,
2011). A ativagdo deste mesmo receptor reduziu
significativamente a progressdo dessa doenca (MOBINI et al.,
2011). Nesse mesmo contexto, Jafari e colaboradores
demonstram reducdo na expressao dos D2R em linfcitos Treg
obtidos de pacientes com lUpus eritematoso sistémico (JAFARI et
al., 2013). Desta forma, dos receptores de dopamina do tipo-D1
parecem estar relacionados com a indugdo de doencas
autoimunes, enquanto que os receptores dopaminérgicos tipo-D2
teriam um efeito de aumentar a tolerancia imune, dificultando o
surgimento das doengas autoimunes.

Os receptores D2 parecem ter a capacidade de modular a
neuroinflamacéo, uma vez que a expressao D3R em linfocitos T
esta enolvida com a progressdo da DP e pacientes com EM,
apos tratamento imunomodulatério, apresentaram redugdo na
expressdo desse receptor (COSENTINO et al, 2012;
GONZALEZ et al., 2013). Ainda, o agonismo de D2R teve um
efeito parcial na EAE, enquanto que o pramipexol (PPX) inibiu a
liberacdo de mediadores citotoxicos de células NK (DIJKSTRA et
al., 1994; ZHAO et al., 2013).
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Conforme recentemente descrito, diferentes concentracdes
de dopamina podem apresentar efeitos distintos. Efeitos
contrastantes foram observados nas células do sistema imune,
especialmente, em linfocitos T. Por exemplo, baixas
concentragcdes de dopamina, na ordem de 10 nM, induziram
efeitos fisioldgicos nas células T virgens, tais como: a) ativacao
direta dos linfécitos; b) aumento da proliferacdo; c) aumento na
producéo e secrecdo de IL-10 e TNF-a; d) aumento na produgdo
de IL-17 dependente de IL-6 via D1R/D5R, e e€) aumento na
migracao/adesdo celular (LEVITE, 2015). Concentracdes
moderadas, ~0,1 - 10 yM, parecem induzir os mesmos efeitos
descritos  anteriormente, porém com aumento  da
inespecificidade, enquanto que altas concentracdes, ~0.1 — 1 mM
sdo toxicas para os linfocitos T (LEVITE, 2015). Além da
concentracdo da dopamina, outro aspecto importante no controle
da resposta imune adaptativa baseia-se no estado em que se
encontra a célula T, ja que, a acdo da dopamina em linfécitos T
naive induz sua ativacdo, enquanto que em células efetoras
suprime as a¢des dessas (LEVITE, 2015).

Como previamente descrito, existe uma inter-relacdo entre
0s sistemas dopaminérgico e imune. Assim, a dopamina e seus
receptores parecem ter participagdo no desenvolvimento das
doencas autoimunes e neuroinflamatorias. Desta forma, ha a
necessidade de se investigar os efeitos de agonistas e
antagonistas de receptores de dopamina em modelos que
induzem neuroinflamacéo.

1.6. Pramipexol

O PPX é um agonista de receptores dopaminérgicos da
familia D2, sendo as constantes de afinidade do inibidor para os
receptores de D2Rs = 3,9 nM, D2R = 2,2 nM, D3R = 0,5 nM e
D4R = 5,1 nM (NEWMAN-TANCREDI et al., 2002; KVERNMO,
HARTTER e BURGER, 2006). Também possui uma afinidade
baixa ou insignificante (Ki = 500 — 10.000 nM) para os receptores
de serotonina 5-HTis, 5-HTs, 5-HTip € receptores a2-
adrenérgicos (NEWMAN-TANCREDI et al., 2002; KVERNMO et
al.,, 2006). Atinge o pico de concentracdo plasmatica em
aproximadamente 2 h e tem um tempo de meia-vida de cerca de
8,8 h (PUTRI et al., 2016). Sua dose letal de 50% para
camundongos, quando administrado por via intravenosa, é de
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aproximadamente 155 mg/kg e, por via oral, de 1700 mg/kg
(NCBI, 2016). O PPX é um composto hidrofilico, levemente
basico, mas exibe uma alta biodisponibilidade em humanos
(>90%) e é excretado pela urina (DIAO, SHU e POLLI, 2010).
Devido a sua hidrofilicidade, o PPX entra no SNC através de
transportadores de céations orgéanicos dos tipo 2 e 3, pelos quais
possui maior afinidade (DIAO et al., 2010). Esse composto foi
patenteado nos Estados Unidos como agente neuroprotetor em
1994 e aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em
1997 (Pramipexole marketed for Parkinson's disease, 1997;
KVERNMO et al., 2006). Sua nomenclatura quimica é (S)-N6-
propil-4,5,6,7-tetraidro-1,3-benzotiazol-2,6-diamina e sua
estrutura quimica esta representada na Figura 5.

Figura 5. Estrutura quimica do PPX

| N>_NH2

Fonte: o autor.

A primeira mencdo do PPX na literatura foi no ano de
1987, sendo introduzido como um agonista de autoreceptores de
dopamina e analago a apomorfina (SCHNEIDER e MIERAU,
1987). Sua aplicabilidade clinica ja foi estudada para fibromialgia
(ROSKELL et al., 2011), enxaqueca (SUZUKI et al., 2013),
esclerose lateral amiotréfica (YACILA e SARI, 2014), dano por
luminosidade na retina (SHIBAGAKI et al., 2015), transtorno
bipolar (HUI POON, SIM e BALDESSARINI, 2015), AD
(BENNETT et al., 2015), depressdo (FAWCETT et al., 2016),
bruxismo (CAHLIN, HEDNER e DAHLSTROM, 2016), algesia
(CAO et al., 2016), sepse (KANG et al., 2016), transtornos do
sono (JUNG e ST LOUIS, 2016). Entretanto, devido a falta de
estudos clinicos complementares até o presente momento, as
aplicacBes terapéuticas deste composto foram aprovadas pelo
FDA somente para doenca de Parkinson e a sindrome das
pernas inquietas (KVERNMO et al., 2006; FDA, 2016). Essas
patologias sdo causadas por alteragbes nas regides motoras do
cérebro, nas quais é possivel observar reducdo nos niveis de
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dopamina (WEN, 2012). Alguns autores sugerem que o PPX
possa ser benéfico também na doenca de Alzheimer. Embora
isso seja embasado no efeito neuroprotetor do PPX (FERRARI-
TONINELLI et al., 2010; LAUTERBACH et al., 2010; LI et al.,
2010). Até 0 momento somente um trabalho in vitro mostrou que
0 PPX impede a morte de células neuroblastoma humano
induzida pela proteina 3-amildide (ABRAMOVA et al., 2002). Um
estudo com pacientes obteve resultados inconclusivos
(BENNETT et al., 2015). Parte do efeito neuroprotetor do PPX
pode ser devido a inducdo do BDNF (BERGHAUZEN-
MACIEJEWSKA et al., 2015), sendo que para aumentar a
expressao de proteinas neurotréficas, parece ser necessario que
o0 PPX se ligue aos receptores de dopamina D2/D3
(PRESGRAVES et al.,, 2004). Além disso, um outro possivel
mecanismo de protecdo foi proposto por Ferrari-Toninelli e
colaboradores (2010), sugerindo que esse composto agiria
diretamente no interior das mitocondrias reduzindo os niveis de
ERO. Assim como a grande maioria dos medicamentos, o PPX
também possui efeitos adversos. Dentre estes, 0s mais severos
sdo halucinagdes, hipersexualidade e compulsdo (jogos,
alimentar e compras) (KATAOKA e UENO, 2014; MOORE,
GLENMULLEN e MATTISON, 2014).

Apesar dos conhecimentos ja existentes referentes aos
efeitos dos receptores de dopamina no sistema imune, apenas
um trabalho analisou os efeitos do PPX em parametros
inflamatérios, neste estudo o composto reduziu citocinas em um
modelo da DP em ratos (FARBOOD et al., 2015b). Ainda que um
estudo tenha demonstrado que o PPX possui efeito neuroprotetor
contra os efeitos do LPS administrado via i.c.v., ndo foram
observadas melhoras dos parametros inflamatoérios (IRAVANI et
al.,, 2008). Até o presente momento, ndo existem trabalhos
mostrando o efeito do PPX em um modelo de depressdo
induzida por inflamacé&o periférica. Também né&o existem estudos
com este composto com pacientes afetados pela esclerose
multipla ou na EAE.
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2. JUSTIFICATIVA

A EM ¢é classificada como uma doenca neuroinflamatéria
autoimune e o modelo, que é o mais utilizado para avaliar o
efeito de novos tratamentos e identficar novos alvos
terapéuticos, € o da EAE. Animais induzidos com o modelo da
EAE apresentam marcadores celulares e moleculares
caracteristicos como: a) infiltracdo de células inflamatdrias, tais
como macrofagos e linfocitos T, no SNC, b) ativacéo astrocitaria
e microglial no SNC (AKTAS et al., 2005), b) presenca de
citocinas no SNC e c) geracdo de ERO no SNC (STYS, 2005;
DUTTA e TRAPP, 2007). Estes parametros celulares e
moleculares podem ser usados para mensurar a possivel eficacia
de um novo composto ou tratamento na EM.

Durante o desenvolvimento e progressdo da DP, na qual
também é observada neuroinflamacéo, uma menor degradacao
da proteina a-syn foi observada (ROTT et al., 2011). Mais
recentemente, a presenga de inclusbes contendo a-syn foi
observada em pacientes com EM (PAPADOPOULOS et al.,
2009). Além disso, diferentes autores sugerem que proteinas
tipicamente envolvidas no desenvolvimento da DP, também
poderiam estar envolvidas com a fisiopatologia da EM tais como,
a parkina, a Pink-1 e a DJ-1 (WILHELMUS et al., 2011).
Corroborando com esses achados, dados recentes demonstram
gque o0 sistema dopaminérgico, assim como a dopamina,
apresenta efeitos mdltiplos e diretos no controle da resposta
imunolégica (PACHECO et al., 2014).

A maioria das terapias existentes para o tratamento da EM
sdo custosas, de administracdo parenteral e com efeitos
adversos severos, dificultando a completa adesao ao tratamento.
Além disso, nenhum dos tratamentos existentes é capaz de curar
a EM, apenas reduzir sua progressao. Desta forma, a busca por
compostos que curem ou retardem ainda mais a evolugdo desta
doenca é necessaria. Por essa razdo, a procura por terapias
especificas, e que tenham acdo sobre a resposta
neuroinflamatéria autoimune, caracteristica da doenca, é intensa
no meio cientifico. Estas pesquisas tém o objetivo de descobrir
novos alvos terapéuticos para o tratamento da EM. Assim,
espera-se que os resultados deste trabalho possam fornecer
subsidios importantes para o maior entendimento dos
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mecanismos moleculares envolvidos na EM e promover o
desenvolvimento de um tratamento mais eficaz.

Como previamente descrito, tanto individuos que séo
expostos a inflamacéo periférica quanto aqueles que possuem
doencas neuroinflamatérias, tem maior risco de desenvolver
TDM (MADEEH HASHMI et al., 2013), incluindo a EM (TURNER
et al., 2016). Ressalta-se que cerca de 30% dos pacientes
tratados ndo respondem a medicacao, necessitando assim de
novas terapias (AL-HARBI, 2012). Alguns autores sugerem que
parte dos pacientes que sao refratarios aos tratamentos
convencionais seja devido aos mecanismos inflamatérios
(CATTANEO et al.,, 2013; MILLER et al.,, 2013; SLAVICH e
IRWIN, 2014b; EURELINGS et al., 2015). Uma vez que 0s
receptores de dopamina sdo capazes de modular a ativacdo de
células inflamatérias, optou-se por testar o PPX também no
modelo de depressédo induzido pelo LPS. Além disso, por ja ser
um medicamento aprovado pelo FDA e ANVISA, sua insergéo no
mercado como antidepressivo seria facilitada. Ainda, seu
mecanismo de acdo na neuroinflamacéo ainda é desconhecido.
Entretanto, devido as a¢fes da dopamina sobre as células do
sistema imune, é esperado que um composto agonista de
D2R/D3R tenha um efeito benéfico sobre doencas de cunho
neuroinflamatério. Sendo assim, espera-se que este trabalho
também possa contribuir para ampliar os conhecimentos
relacionados ao seu efeito antidepressivo, o que pode estar
relacionado com a neuroinflamacao.
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OBJETIVOS

Avaliar os efeitos protetores do PPX nos modelos de EM e
de depressao, duas doencas que apresentam neuroinflamacéo,
bem como contribuir para o conhecimento relacionado ao seu
mecanismo de acao.

Objetivos especificos

Analisar a expressao de a-syn, parkina e GPx, assim
como os niveis de espécies reativas de oxigénio e a
atividade da GPx, na medula espinhal e estriado de
camundongos C57BL/6 induzidos com EAE, nas
diferentes fases do modelo: inducdo (7 dias), aguda
(15 dias) e crbnica (40 dias ou mais);

Avaliar o efeito do tratamento preventivo e
terapéutico com PPX no desenvolvimento e
progressao da EAE;

Analisar se o tratamento com PPX reverte os efeitos
e hiperalgico e motores durante a fase pré-motora e
motora da EAE, respectivamente;

Analisar se o tratamento com PPX reverte os efeitos
da EAE relacionados a expressao de a-syn, parkina,
e GPx, assim como os niveis de espécies reativas de
oxigénio e a atividade da GPx, na medula espinhal e
estriado de camundongos;

Avaliar o efeito do PPX sobre a resposta
neuroinflamatéria, grau de desmielinizacdo e ativacao
astrocitaria apds a inducao da EAE;

Investigar o efeito imunomodulador do PPX sobre o
perfil de citocinas produzidas pelos linfocitos T, nos
orgédos linfoides periféricos apés o desenvolvimento
da EAE.

Avaliar o efeito do PPX no comportamento tipo-
depressivo induzido pela administracdo de LPS via
intraperitoneal em camundongos, através do teste do
nado for¢ado e splash test.

Analisar o efeito do PPX sobre os parametros
inflamatérios (niveis de IL-1B, IL-6 e GFAP) no
hipocampo de camundongos expostos ao LPS.
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Investigar se 0o PPX tem efeito sobre o estresse
oxidativo e nitrosativo através da analise de produtos
de peroxidacdo lipidica (niveis de adutos
malondialdeido em proteinas), e de nitrosilacdo em
proteinas (niveis de 3-nitrotirosina) em camundongos
tratados com LPS.

Investigar se a modulacdo farmacoldgica de
receptores de dopamina interfere no efeito tipo-
antidepressivo do PPX no modelo de depresséo
induzida por LPS.
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3.2. Caracterizacao da problematica

Devido ao carater inflamatério da EM, os farmacos
utilizados no tratamento dos pacientes sdo imunomoduladores ou
imunossupressores (TULLMAN, 2013). Entretanto, esses
compostos induzem o aparecimento de efeitos adversos severos,
sendo necesséria a busca por novos tratamentos (TULLMAN,
2013). Diversos trabalhos tém demonstrado que a ativacdo de
receptores especificos de dopamina possui efeitos antagénicos,
e ha evidéncias de que a ativacao de receptores do tipo D2 e a
inibicdo de receptores D1 teria um efeito anti-inflamatério
(PACHECO et al., 2014). Além disso, na ultima década, alguns
relatos sugeriram que proteinas relacionadas com a
fisiopatologia da doenca de Parkinson podem ter participacdo no
desenvolvimento da esclerose mdltipla (PAPADOPOQULOS et al.,
2006; LU et al.,, 2009; WITTE et al., 2009). Assim, o objetivo
desta etapa do trabalho foi o de analisar o efeito do PPX,
agonista seletivo de receptores D2/D3, no modelo da Esclerose
Multipla, a EAE. Também, foram analisados os efeitos deste
composto sobre as proteinas a-syn e parkina que, embora
tenham sido ligadas a doenca de Parkinson, estdo alteradas
tanto no SNC quanto em células mononucleares de pacientes
com EM.

Durante o percurso da EM, é possivel observar em um
grande nUmero de pacientes com sintomas de depresséo
(TURNER et al., 2016). A depresséo € um trastorno psiquiatrico
caracterizado por sintomas como humor deprimido, aumento ou
reducdo do apetite, insbnia ou hipersonia, fadiga ou perda de
energia diaria, sentimento de inutilidade e ideagdo de morte
(DSM 5, 2014). Alguns estudos observaram que pacientes que
apresentavam esses sintomas tiveram reducdo de volume de
areas especificas do cérebro (e.g. hipocampo), aumento nos
niveis de cortisol e de marcadores inflamatérios no soro (FRODL
et al., 2008; VREEBURG et al., 2009; AL-HAKEIM, AL-RAMMAHI
e AL-DUJAILI, 2015). Embora este transtorno seja multifatorial,
incluindo fatores genéticos e ambientais, j& existem diversos
estudos sugerindo a participacdo da neuroinflamagdo na
patofisiologia do TDM.

J4 foi demonstrada a presenca de marcadores
inflamatdrios no hipocampo de animais submetidos a modelos de
depressdo, como aumento de IL-1B, IL-6 e TNF-a, além de
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aumento de ativacdo microglial e astroglial (HASEGAWA-ISHII et
al., 2016a). Também foram encontradas células imunes como
leucocitos e linfocitos no hipocampo de animais com
comportamento tipo depressivo (YIRMIYA et al.,, 2001). Como
apresentado na introducao geral e no primeiro capitulo desta
tese, as células do sistema imune possuem receptores de
dopamina e, desta forma, o PPX pode ter um efeito tipo-
antidepressivo devido ao seu efeito imunomodulador. Porém,
ainda nao esta claro se este efeito imunomodulador ocorre pela
ativacdo destes receptores. Até o presente momento nao existem
trabalhos com o PPX no modelo de depresséo induzida pelo LPS
em camundongos. Embora os antidepressivos atualmente
disponiveis no mercado também possuam efeito sobre o sistema
imune, estes também possuem muito efeitos adversos
indesejados (e.g. na funcdo cardiaca, na estabilidade
hemodinamica, na taxa de variabilidade cardiaca, no desejo
sexual, reagbes extrapiramidais e sindromes neuroléptica
maligna e serotoninérgica) (NISIJIMA, SHIODA e IWAMURA,
2007; HAWTHORNE e CALEY, 2015; KRONSTEIN et al., 2015;
NEZAFATI, VOIDANPARAST e NEZAFATI, 2015). Além destas
limitagbes, podem ocorrer interagdes medicamentosas dos
antidepressivos com medicamentos de uso cotidiano como os
anti-inflamatérios nédo esteroidais (MOORE, POLLACK e
BUTKERAIT, 2015). Ainda, para cada tentativa de tratamento,
somente cerca de 30% dos pacientes atingem a remissao com
0s antidepressivos atualmente em uso (PAPAKOSTAS, 2016).
Assim, a busca por novas estratégicas terapéuticas é necessaria,
além do estudo dos mecanismos pelo qual estas moléculas
agem, visando tornar as terapias mais eficazes. Desta forma,
avaliamos a eficacia do PPX como um agente antidepressivo no
modelo de TDM induzido por LPS, considerado um modelo
inflamatério de depresséo (STEPANICHEYV et al., 2014). Embora
0 modelo da EAE também induza comportamento tipo-
depressivo (GENTILE et al., 2015), durante os experimentos
realizados foi observado que mesmo antes do surgimento dos
sintomas motores o0s animais tiveram uma redugdo de sua
locomogdo no teste do campo aberto. A menor atividade
locomotora invalidaria os testes comportamentais de depressao,
desta forma, houve a necessidade da utilizagdo de outro modelo
de depressdo com inflamacdo periférica seguida de uma
resposta no SNC.
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3.3. Materiais e métodos
3.3.1. Animais

Para inducdo da EAE, foram utilizados camundongos
C57BL/6, fémeas, com idade de 6 a 12 semanas, provenientes
do Biotério Setorial do Laboratério de Farmacologia Experimental
(LAFEX), Departamento de Farmacologia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC). Os animais
foram distribuidos homogeneamente entre 0s grupos e mantidos
em caixas plasticas com 5 a 6 animais por caixa, as quais foram
mantidas em camaras com sistema controlado de circulagéo de
ar, sob condigbes de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas), além de livre acesso a agua e
racdo. Os experimentos foram realizados durante a fase clara do
ciclo (6 as 18 horas) e os animais foram mantidos no laboratério
por pelo menos 30 minutos para aclimatacdo, antes da
realizacdo dos testes comportamentais. Todos os protocolos e
procedimentos utilizados neste estudo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC, niumeros
de protocolo PP00811 e PP00956).

Para a inducdo de comportamento tipo-depressivo com o
LPS foram utilizados camundongos fémeas Swiss, pesando entre
40-55 g, com 60-120 dias de vida. Os animais foram mantidos
em condi¢des de temperatura (21 + 1°C) e iluminagéo (das 7:00
as 19 horas) controladas, com livre acesso a agua e comida. Foi
respeitado um periodo de adaptacdo ao novo ambiente de
permanéncia (biotério) de pelo menos 7 dias antes da execug¢do
dos testes comportamentais. Os camundongos foram designados
de forma randémica para cada grupo. Todos 0s experimentos
comportamentais foram realizados entre 09:00 e 13:00 horas,
com cada animal sendo tratado somente uma vez. Os
experimentos foram repetidos pelo menos mais uma vez para
determinacédo da reprodutibilidade dos resultados, sendo estes a
soma de todos os experimentos. Os animais foram ambientados
no local da experimentagcdo 60 minutos antes da observacéo
comportamental. O fornecimento dos animais foi realizado pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e
mantido no Biotério Setorial do Laboratério de Defesas Celulares.
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Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFSC sob o protocolo
PP00735).

3.3.2. Agentes farmacolégicos e reagentes

Foi utilizada uma formulacdo comercial do PPX (Aché
Laboratérios  Farmacéuticos S.A.,  Guarulhos, Brazil),
glicoproteina de mielina do oligodendrdcito (MOG3s.55), adjuvante
completo de Freund’'s (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra (Difco, Detroit, M,
USA), e apomorfina (Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A))
solubilizados em solucéo salina 0.9 %. O LPS de Escherichia coli
(Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.) foi solubilizado em
tampéo fosfato salina (PBS; in mM: NaCl 137, KCI 2.7, Na;,HPO,
10, KH,PO, 1.8, pH 7.4). O haloperidol, um antagonista n&o-
seletivo de receptores de dopamina (SERAFINE, BRISCIONE e
RILEY, 2012), e a sulpirida (Sigma Chemical Co., St. Louis,
U.S.A)), um antagonista de receptores de dopamina D2R/D3R
(CITO et al., 2015), foram diluidos imediatamente antes do uso
em PBS com 5% de etanol ou 5% de dimetilsulféxido,
respectivamente. Todos os farmacos foram administrados
intraperitonealmente e os animais controle receberam o veiculo
correspondente.

3.3.3. Protocolos experimentais

3.3.3.1.Modelo experimental de encefalomielite autoimune
experimental (EAE) e tratamentos com agonista D2/D3
dopaminérgico

A EAE foi induzida com inoculagéo de 100 uL de emulséo
contendo 200 pg de um peptideo com a mesma sequéncia
primaria da glicoproteina de mielina do oligodendrocito (MOGgs.
55), em adjuvante incompleto de Freund (CFA), suplementado
com 500 pug de Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra (Difco,
Detroit, MI, USA) em ambos os flancos traseiros. Além disso,
cada animal recebeu 300 ng de toxina de Bordetella pertussis em
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200 pL de solucao salina por via intraperitoneal no dia 0 e no dia
2 ap06s a primeira imunizagdo. A primeira aplicacdo de toxina
pertussis reduz a ativacdo da Oxido nitrico sintase nos
macréfagos (CERNY et al., 2015), reduzindo a degradacédo do
MOGs3s.s5 € aumentando sua apresentacdo aos linfocitos T. Por
outro lado, a segunda aplicacdo da toxina pertussis aumenta a
proliferacdo das células T (GRENIER-BROSSETTE et al., 1991),
aumentando a velocidade de desenvolvimento do modelo. Além
disso, 0 MOGg3s.55 € administrado juntamente com o CFA pois a
presenca de Mycobaterium sp. ativa células imunes como 0s
macrofagos (ISHIKAWA, MORI e YAMASAKI, 2016). Assim, por
reconhecerem um peptideo de mielina, o sistema imune passa a
atacar a mielina no SNC, caracterizando uma agdo autoimune.
Os animais foram pesados e examinados diariamente, durante
40 dias. As manifestagcdes do modelo foram determinados por
estagios conforme segue: sem sinais (estagio 0), perda do tonus
da cauda (estagio 1), paralisia leve dos membros posteriores e
dificuldade no retorno a posicdo normal (estagio 2), paralisia
severa dos membros posteriores, com alteracbes motoras
também nos membros anteriores (estagio 3), tetraplegia e
moribundos (estagio 4) ou morte (estagio 5). Outros grupos de
animais foram avaliados até o 13° dia apds a imunizacdo quanto
a hiperalgesia, nos quais nao foi observado o surgimento das
manifestacdes locomotoras tipicas, caracterizando assim a fase
pré-motora da EAE.

A fim de determinar o papel dos receptores
dopaminérgicos D2/D3 durante a génese da resposta autoimune
induzida pela EAE (fase de inducdo), os animais foram tratados
com o0 agonista dopaminérgico D2/D3, PPX, durante os dias 0 ao
dia 40 pés-imunizagdo. Os animais foram tratados via i.p., uma
vez ao dia, com PPX (0,1 ou 1 mg/kg) ou solugdo salina (0,9%
NaCl, 10 mL/kg) (Figura 6). A escolha das doses foi baseada em
protocolo piloto e trabalhos prévios (ELHAK et al., 2010; LI et al.,
2010). Os periodos escolhidos para a eutanasia dos animais e
analises bioquimicas correspondem as fases: inducéo, 7 dias —
referente a ativacdo periférica e proliferacdo de linfécitos T;
aguda, 15 dias - infiltracdo dos linfécitos T através da BHE;
crénica, a partir do dia 15 — estabelecimento da resposta
neuroinflamatéria e desmielinizante. Apos a eutanasia no 40° dia,
o6rgdos linféides secundarios (linfonodo inguinal), medula
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espinhal e estriado foram obtidos e conservados em freezer -
80°C até a execucao das analises.

Figura 6. Desenho experimental do tratamento de
camundongos com PPX no modelo de EAE.

Fases da EAE
A
| Fasede indugao | Fase aguda | Fase cronica
Linfocitos T ! Neuroinflamacéo ! EAE
Dias 0 7 15 40
| | | Eutanasia
Dosagem de
a-sinucleina
B e parkina
CFA + MOG CFA + MOG
| | Eutanasia
. Experimentos
Dias OI 2 | 7 40 bioquimicos
Toxina Pertussis e moleculares
Pramipexol 0,1 ou 1 mg/kg/i.p., 1x/dia

A) Diagrama das fases da EAE, fase de inducdo — reconhecimento do
antigeno pelos linfécitos T, fase aguda — neuroinflamacdo com invaséo
do SNC pelos linfécitos T, fase cronica — estabelecimento do modelo
com presenca das manifestacdes motoras. B) Diagrama experimental,
de inducédo da EAE e do tratamento. Fonte: o autor.

3.3.3.2.Investigacdo do efeito antidepressivo do PPX no modelo
de depressao induzida pela administragédo de LPS

O LPS desencadeia uma resposta pro-inflamatéria e é
conhecido por causar um comportamento tipo-depressivo em
animais, quando administrado perifericamente (MARTIN-DE-
SAAVEDRA et al., 2013; FARZI et al., 2015; ARAKI et al., 2016).
Para evitar a interferéncia do comportamento tipo-doente,
comumente observado em camundongos expostos ao LPS, as
analises comportamentais foram realizadas 24 horas apds a
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administracdo do LPS (DUNN e SWIERGIEL, 2005; XIE et al.,
2012; MARTIN-DE-SAAVEDRA et al., 2013). Adicionalmente, a
dose usada do LPS (0,1 mg/kg) é muito menor do que aquela
usada em modelos de sepse em camundongos (~10 mg/kg)
(FAIRCHILD et al., 2009). Baseado em um estudo piloto (4-5
animais por grupo), e em estudos prévios (JOYCE et al., 2004;
INDEN et al.,, 2009; SCHULTE-HERBRUGGEN et al., 2012;
BERGHAUZEN-MACIEJEWSKA et al., 2014), selecionou-se a
dose de 1 mg/kg do PPX para investigar o potencial efeito tipo-
antidepressivo deste composto nas altera¢ces comportamentais
induzidas pelo LPS. Primeiramente, para analisar o efeito agudo
do PPX (Figura 7), o PPX (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (NaCl 0.9%)
foram administrados nos animais seguido da administracdo do
LPS (0,1 mg/kg, i.p.) apés 60 minutos. Vinte e quatro horas apds
a injecdo do LPS, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. Na rodada seguinte de experimentos,
administrou-se diariamente o PPX 1 mg/kg ou o veiculo por 7
dias, e 60 minutos apds a Ultima administracdo de PPX os
animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/kg, i.p.). Vinte e quatro
horas apd6s a aplicacdo do LPS, os testes comportamentais
foram realizados conforme consta na Figura 8. Para investigar se
o efeito tipo-antidepressivo estava relacionado a ativacdo dos
receptores de dopamina administrou-se haloperidol (0,2 mg/kg,
i.p.), antagonista inespecifico de receptores dopaminérgicos, ou
a sulpirida (50 mg/kg, i.p.), antagonista de receptores de
dopamina D2/D3, 30 min antes de cada injecao de PPX por 7
dias, conforme indicado na Figura 9. Ainda, para avaliar a
participacdo dos receptores de dopamina tipo-D2 no efeito tipo-
antidepressivo, o agonista destes receptores, apomorfina (50
ug/kg, i.p.), foi administrado agudamente uma hora antes da
injecdo de LPS. Também, foi realizado o tratamento com
apomorfina por sete dias, utilizando-se 0 mesmo protocolo do
PPX, mas usando em seu lugar a apomorfina. Caso a
apomorfina apresente um efeito tipo-antidepressivo isso
confirmaria os resultados obtidos com os tratamentos com o0s
antagonistas dopaminérgicos mais o PPX. As doses efetivas dos
agonistas/antagonista de receptores dopaminérgicos foram
escolhidas conforme estudos prévios (VAMVAKIDES, 1999;
CUNHA et al, 2012). Imediatamente apds o0s testes
comportamentais, 0s animais foram eutanasiados por
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decapitacdo, os hipocampos foram removidos e armazenados a -

80°C até serem utilizados.
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dos receptores de

da participacao
dopamina D2/D3 no efeito antidepressivo do PPX

3.3.3.3.Investigacao
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3.3.4. Experimentos Comportamentais

3.3.4.1.Teste do nado forcado (TNF)

O teste do nado forgado (TNF) foi desenvolvido por Porsolt
et al. (1977) a fim de avaliar o potencial antidepressivo de
compostos quimicos. O modelo sugere que a observacdo do
tempo que um animal permanece imdével quando é submetido a
uma situacao da qual ndo ha escapatoéria, fornece evidéncia de
efeito antidepressivo (PORSOLT, BERTIN e JALFRE, 1977).
Assim, o tempo total de imobilidade foi observado no TNF como
previamente descrito (PORSOLT et al., 1977). Brevemente, 0s
camundongos foram forgcados a nadar individualmente em um
cilindro (10 cm de diametro, 25 cm de altura), contendo 19 cm de
agua a 25 = 1°C. O tempo total de imobilidade foi registrado
durante 6 min por observadores cegos aos grupos tratados. Os
animais foram considerados iméveis quando cessavam as
tentativas de escapar e permaneciam flutuando na agua, fazendo
movimentos necessarios apenas para manter a cabeca acima
d’agua.

3.3.4.2.Teste do campo aberto (TCA)

Para descartar uma possivel interferéncia na locomocao no
TNF, a atividade locomotora dos animais foi avaliada no teste do
campo aberto (TCA) antes de serem submetidos ao TNF, como
previamente descrito (ROSA et al., 2014). Brevemente, 0s
animais foram colocados individualmente em uma caixa de
madeira (40 x 60 x 50 cm), com 12 quadrantes iguais
representados no piso. O nimero de cruzamentos de quadrantes
realizados pelos camundongos foi contabilizado por um periodo
de 6 minutos, sendo considerado um cruzamento somente
guando todas as quatro patas do animal atravessavam uma
linha. Antes de cada teste, o piso do aparato foi limpo com uma
solucdo de alcool 10% para esconder pistas olfatérias do
camundongo anterior.
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3.3.4.3.Splash Test

O splash test foi realizado como previamente descrito
(MORETTI et al., 2015). Brevemente, uma solu¢édo com 10% de
sacarose foi borrifada no dorso dos animais, os quais foram
colocados individualmente em um funil de vidro. Apés o borrifo
da solucdo de sacarose nos camundongos, a laténcia para iniciar
a autolimpeza foi utilizada como medida de comportamento
motivacional e de autocuidado. O tempo total de autolimpeza foi
contado por um periodo de 5 min por observadores cegos aos
grupos tratados e utilizado como uma estimativa da presenca de
anedonia. Os funis e a bancada foram limpos com uma solucéo
de etanol 10% para esconder pistas olfatérias deixadas pelo
animal anterior.

3.3.4.4.Testes de algesia

Os testes comportamentais foram realizados somente no
periodo que precede o estabelecimento da EAE, ou seja, do 1°
ao 13° dia p.i., uma vez que apods este periodo o déficit locomotor
apresentado pelos animais impossibilita sua realizacao.

O desenvolvimento da hiperalgesia mecénica foi avaliado
utilizando-se filamentos de von Frey pelo método de frequéncia
de retirada (BORTALANZA et al., 2002). A frequéncia de
resposta de retirada foi avaliada apds 10 aplicacbes dos
filamentos de von Frey com intervalo de 3 segundos (VFH,
Stoelting, Chicago, IL, EUA).

Para a avaliacdo da hiperalgesia térmica ao frio, utilizou-se
0 método da acetona adaptado de Walczak e Beaulieu
(WALCZAK e BEAULIEU, 2006). Os camundongos foram
alocados em compartimentos de acrilico transparente (8 x 8 x 18
cm) com plataformas de arame elevadas e aclimatizados durante
30 minutos. Ap6s a aplicacao de 20 pL de acetona na pata direita
traseira do animal, a resposta foi avaliada cronometrando-se o
tempo em que o animal recolheu, sacudiu, lambeu ou mordeu a
pata no periodo de 20 s apds o estimulo nocivo. Foram
realizadas trés medidas do tempo de resposta, as quais foram
registradas em intervalos de aproximadamente 15 min.
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3.3.5. Andlises Bioquimicas

3.3.5.1.Deteccao de proteinas por Western e slot blot

O Western blot foi executado conforme descrito
previamente (LEAL et al., 2002). Medula espinhal, estriado e o
hipocampo foram preparadas conforme descrito previamente
(OLIVEIRA et al.,, 2008). As proteinas (50 ug de proteina
total/poco) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA), utilizando gel 12-15%. As proteinas do gel foram
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha) utilizando uma corrente de 0,75
mA por cuba durante 1,25 h. As membranas foram bloqueadas
por 1 h com leite desnatado 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150
mM, pH 7,5). As proteinas IL-13, GFAP, parkina, a-syn, e GPx
foram detectadas com o uso de anticorpos primarios especificos
diluidos em TBS-T contendo soro albumina bovina (BSA) (Tris 10
mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2,5%, pH 7,5 e azida
sédica 0,04%) nas diluigbes, 1:1000 (anti-IL-13 Cell Signaling),
1:50000 (GFAP — Abcam), anti-parkina (Abcam, ab6177, 51 kDa,
1:1000), anti-a-sinucleina (Cell Signaling, #4179, 18 kDa,
1:1000), anti-GPx 1 (Abcam, ab-16798, 23 kDa, 1:1000) e
anticorpos secundarios especificos conjugados com a peroxidase
(1:10000) diluido em TBS-T, contendo soro albumina bovina
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, BSA 2%, pH 7,5)..

As bandas de proteinas foram quantificadas por
densitometria e normalizadas pela B-actina (Sigma, A3854, 42
kDa, 1:20.000) como controle padrdo da aplicagdo de proteinas.
Os dados foram expressos como porcentagem em relagdo ao
controle (considerado como 100%). As reacdes foram
desenvolvidas por quimiluminescéncia e reveladas com o uso de
filme radiografico especifico (Amersham Hyperfim®, GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) ou através do
fotodocumentador ChemiDoc MP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Todas as etapas de bloqueio e de incubagdo foram seguidas por
trés lavagens (5 min cada) das membranas com TBS-T, mais 2
lavagens com TBS antes da reacdo quimioluminescente. Os
filmes foram digitalizados e a densidade 6ptica das bandas foi
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quantificada com o programa Image Studio Lite Ver. 5.2 (LI-COR
Biosciences Lincoln, NE, EUA).

O slot blot foi realizado através da aplicacdo de 4 ug do
homogenato diluido em 150 uL de PBS, e aplicado em um
aparato contendo em seu interior uma membrana de
nitrocelulose. As amostras foram drenadas sob a aplicacdo de
vacuo durante 15-20 min. As membranas foram bloqueadas por
60 minutos com uma solucao de leite desnatado em TBST, e em
seguida, lavadas 3 vezes com TBST. As membranas foram,
entdo, incubadas durante a noite & 4°C com os anticorpos anti-3-
NT (1:2500) ou anti-MDA (1:10000; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA), a intensidade das bandas foi normalizada pela
coloragéo das proteinas com Ponceau-S. As membranas de slot
blot foram reveladas e analisadas da mesma forma que as
membranas de western blot.

3.3.5.2.Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

Estruturas centrais (medula espinhal e estriado) foram
isoladas, pesadas e homogeneizadas em tampdo HEPES 20
mM, pH 7,4 e centrifugadas (20,000 g por 30 min a 4°C). A
dosagem de GPx foi analisada de acordo com o protocolo
previamente publicado (WENDEL, 1981). Os valores foram
expressos como % em relacdo ao grupo naive. O conteludo
proteico foi analisado pelo método de Lowry.

3.3.5.3.Ensaio do Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-
dopamina)

A producéo intracelular de ERO foi avaliada utilizando-se o
diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina reduzido (H,DCF-
dopamina) de acordo com o0 método descrito anteriormente
(SADUN et al., 1987; LEBEL et al., 1990).

3.3.6. Andlise histolégica

Quarenta dias apés a inducdo da EAE, os animais foram
eutanasiados e as medulas espinhais foram removidas na altura
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da regido lombar e pods-fixadas por 24 h na mesma solucéo
paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4).
Em seguida os tecidos foram embebidos em parafina apos
desidratacdo e diafanizacdo, e seccionadas em cortes de 5 pm
de espessura. As andlises histolégicas dos focos inflamatérios e
areas de desmielinizacdo foram realizadas com hematoxilina-
eosina (H&E) e luxol fast blue (LFB), respectivamente. A
densidade otica foi medida em 5 a 6 campos por corte, na regido
da substancia branca, utilizando-se o software ImageJ v. 1.6
(NIH — USA).

3.3.7. Andlise imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica na medula espinhal dos
animais foi realizada 40 dias ap6s a inducdo da EAE, conforme
descrito anteriormente (DUTRA et al., 2011). A imunodetec¢éo
da proteina de interesse foi realizada utilizando o seguinte
anticorpo: anti-proteina glial fibrilar acida (GFAP) (1:600, Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). A densidade 6tica foi
medida em 5 a 6 campos por corte, na regido da substancia
branca, utilizando-se o software ImageJ v. 1.6 (NIH — USA).

3.3.8. Dosagem de citocinas por ELISA

Ap6s 40 dias de inducdo da EAE os animais foram
eutanasiados, os linfonodos inguinais e hipocampos coletados
para a avaliacdo da expressdo de citocinas. Os tecidos foram
homogeneizados em tampéao de lise (0,05% Tween 20, 0,1 mM
cloreto de benzetbnio, 10 mM EDTA, 0,5% albumina bovina
sérica, 0,4 M NaCl, 0,1 mM PMSF, e 2,0 ug/ml aprotinina). Os
homogenatos foram centrifugados a 3000 g, e a 4°C, por 10 min,
e o sobrenadante foi coletado e armazenado a —-80°C até seu
uso. Os niveis de IL-17, IL-1B, IL-6 e TNF-a foram analisados
com um kit de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA), e
realizados de acordo com o protocolo do fabricante.
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3.3.9. Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da
média (n corresponde ao numero de animais/grupo incluido nas
analises). As andlises estatisticas dos experimentos com EAE
foram avaliadas utilizando ANOVA de uma via, seguida do teste
post hoc de Newman-Keuls para comparagfes multiplas, quando
apropriado. Também foi utilizada a regresséo linear para analise
da variacdo de peso corporal. Os experimentos com LPS foram
analisados através da ANOVA de duas vias seguida do teste
post-hoc de Newman-Keuls. Para analisar o resultado do
experimento com 0s antagonistas foi utilizada a ANOVA de uma
via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. Diferencas
estatisticas foram aceitas quando P < 0.05.

3.4. Resultados

3.4.1. Caracterizagao dos niveis de parkina e a-sinucleina na
EAE

De acordo com o trabalho anteriormente publicado, o
aumento do imunocontetdo de parkina tem sido observado tanto
em doengas do envelhecimento quanto na EM (WILHELMUS et
al., 2012). Além disso, essa proteina promove a remogao da a-
syn e de proteinas malformadas e/ou inativas, o que é associado
a sua atividade de ubiquina-ligase, conduzindo as proteinas
poliubiquitinadas a degradacédo através do sistema ubiquitina-
proteassoma (PETRUCELLI et al., 2002; RILEY et al., 2013).
Assim, inicialmente avaliou-se 0s niveis das proteinas parkina e
a-sinucleina para determinar se as alteragBes observadas em
trabalhos prévios poderiam ser reproduzidas no modelo da
encefalomielite autoimune experimental em camundongos. Além
disso, a quantificacdo dessas proteinas nesse modelo ainda nédo
foi realizada durante as diferentes fases da EAE: inducéo, aguda
e cronica. Os dados apresentados demonstram uma reducao de
18% na expressao de parkina no dia 15 (aguda) p.i. (Figura 10A
e B), seguido de um aumento de 34% no dia 40 p.i. (cronica) na
medula espinhal dos animais EAE, quando comparado aos
animais do grupo naive. Um aumento no imunocontetdo de
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parkina foi observado no estriado nos dias 15 e 40 apés a
inducdo da EAE, de 30 % e 44 %, respectivamente (Figura 10D e
E). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de uma
via que apresentou um F3 14) = 22,55 e p < 0,001 para a medula
e um F 15 = 12,43 e um p < 0,001 para o estriado.

A proteina a-syn apresenta efeitos deletérios em diferentes
doencas neurodegenerativas, tais como a DP e, mais
recentemente foi correlacionada com a progressdo da EM
(MIZUTA et al., 2006). No entanto, alguns autores sugerem que a
a-syn ndo mutada possui acdo antioxidante e neuroprotetora
(MARQUES e OUTEIRO, 2012; LAZARO et al., 2014). Assim, o
préximo objetivo desse estudo foi avaliar os niveis da proteina a-
syn na medula espinhal e no estriado dos animais com EAE, em
diferentes fases do modelo. De maneira significativa, no 7° dia
apos a injecdo de MOGssss, 0 imunoconteudo de a-syn
aumentou tanto na medula espinhal (Figura 10A e C), bem como
no estriado (Figura 10D e F), com aumento de 253 + 42% e 264
+ 25%, respectivamente, quando comparado aos animais do
grupo naive. Em contrapartida, o imunoconteido de a-syn
reduziu de maneira significativa nos dias 15 (87 + 13 e 80 + 5%)
e 40 p.i. (49 £ 8 e 36 £ 2%), em ambos os tecidos analisados,
respectivamente. Estes resultados foram avaliados através da
ANOVA de uma via com um F 19y = 100,5 e p < 0,001 para a
medula e um F 17) = 37,83 e p < 0,001 para o estriado.



89

“enunuod
3Iv3a 3v3
e | | oy " p—]
oedeziunwi-sod seiq oedezjunwi-sod seig
or o £ SNEN oy st L dNEN
~F = T
o X3 R
P e 5 52 e3 Oz Py, WD s W00
oor 3 8
o So
o5 & E "3 Z eqy gl | & eUIa|ONUAS-D
o ey 2
B SLRE eQY 1S euyed
00z 6 & o2 I
0sz m g 0oL 3 & o Sb L OAEN
s m” .w szZ1L m" m._ oedeziunwi-sod seiq
XX L.V.A N M =
ose o osL~ 3

o

[equids3 enpap

"Jy3J ep 0JUSWIA|OAUSSAP O d1UBINP BUIB|ONUIS-D 3 Bupjied ap SI9AIU sop asijeuy ‘0T einbi4




90

‘(8Areu snsian v odnib TO0'0>dxxx @ TO'0>0xx :G0‘0>dy) SINOY-UBWIMBN
ap 20y-1sod a1sa] ap epinbas eIn ewn ap YAONY :(odnib/srewiue G- = N) INd3 F eIpow owod sopeiuasaide
oes sopep SO 'Jv3 ep oednpul e sode Of @ GT ‘/ SEIp SOU Sepezijeal Welo) Sasijeue Sy "dluaweAndadsal
opeulsa 9 [eyuidsa enpaw eu ‘eujgnuis-o eled 8 (4 9 D) ‘sluswenndadsal opelisa o |eyuidsa enpaw
eu ‘eunpred eled sepeorew sepueq sep BINQ apepisusp ep oedeoynuenb (3 o g) ‘euswenndadsal opells
9 [eyuidsa ejnpaw eu ‘eujgjonuis-n 8 eupjted 10|q uloisem Jod oedoalep ep seaneluasaldal seinbiy ‘(Q @ V)
"ojopow op oessalboud e sjueinp evUjB|ONUIS-D 8 BUBJEd 3P SIBAIU SOU sagdelale weleluasalde Jy3 siewiue sQ

3v3a av3
—_—
ogdezjunwi-sod seiq opdeziunwi-sod seiq
ov. 9. _ L OAEN . o st L @anEN
T .3 ° = moxmv_l'"l‘_ eunoe-g
* 0s R®3 sz 72
o 3
004 .w. m 0S m m egy gl _ G — _ eujajonuIs-n
ost & 2 SL 22 ———
S e 32 BaM LS eued
00Z ©' m. ook w. nou. - -~
)
05z 5 a mmpw g ov Gl /  aAnEeN
I i 0sks g oedeziunwi-sod seiq
00 <' & *¥ D
o 3 < SIL T %
ose ~ ° 5
m 002 ® m D
opelmsy

ogdenunuo)d



91

3.4.2. Efeito do PPX sobre os sintomas motores da EAE

Dados prévios demonstraram que a ativacao de receptores
dopaminérgicos possui efeitos antagdnicos sobre os linfécitos T,
ja que a ativacdo de D1R e D3R aumentou a populacdo de
células Thl7 e a ativacdo de D4R induz a morte desses linfécitos
(COSENTINO et al., 2007; PACHECO et al., 2014). Entretanto, o
agonista D2R, ropirinole, reduziu a citotoxicidade mediada por
células natural killer (ZHAO et al., 2013). O efeito preventivo do
PPX foi investigado, inicialmente, através da administracdo das
doses de 0,1 e 1 mg/kg, a partir do dia O p.i. Conforme mostra a
Figura 11, os animais do grupo EAE apresentaram paralisia
crescente a partir do 16° dia (escore médio de 0,5) apos a
imunizacdo e atingiram o escore clinico maximo a partir do 35°
dia (escore clinico de 2,5), quando comparado aos animais do
grupo naive. Por outro lado, os animais tratados com PPX (1
mg/kg, i.p., uma vez ao dia) ndo desenvolveram a EAE, se
comportando de maneira similar aos animais do grupo naive
(Figura 11A), com inibicdo de 100% dos sintomas, baseado no
grafico da area sob a curva (Figura 11B). Em contrapartida, a
dose de 0,1 mg/kg ndo apresentou efeito protetor quando
comparado aos animais do grupo EAE (Figura 11A e B). A
andlise da &rea sob a curva atravées da ANOVA de uma via
apresentou um F »5 = 7,092 e p < 0,001.

Além da escala de escore de comprometimento
neurolégico, a perda de peso é um sintoma caracteristico da EAE
e sua analise é mensurada pela medida do peso diario, assim
como a variagdo do peso corporal no pico da doenca, quando
comparado ao peso inicial (STROMNES e GOVERMAN, 2006a).
De acordo com a figura 7C e D, os animais do grupo EAE
apresentaram reducdo do peso corporal jA nos primeiros dias
apos a imunizagdo, a qual se estabilizou, em contrapartida os
animais do grupo naive mantiveram um crescimento continuo, da
mesma forma que os animais tratados com PPX. Os animais
tratados com PPX apresentaram ganho de peso corporal maior
que o grupo naive (Figura 11C), o que pode ser observado pela
maior inclinacédo na reta de ganho de peso (Figura 11D). A reta
do ganho de peso foi analisada através de uma regresséo linear
das fases de inducdo e neuroinflamacdo apresentando
inclinacBes de 0,1159 + 0,02151 para o grupo naive, 0,06279 =+
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0,02704 para o grupo EAE, 0,1711 + 0,01633 para o grupo
PPX 0,1 mg/kg, e 0,2716 + 0,05791 para o grupo PPX 1 mg/kg.

Figura 11. Efeito do tratamento preventivo com PPX no
desenvolvimento e progresséo da EAE.
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Os animais foram tratados com PPX (PPX) nas doses de 0,1 e 1 mg/kg
(i.p. 1x/dia) durante O - 40 dias p.i. — tratamento preventivo. (A) Escore
clinico médio, com sua respectiva (B) area sob a curva (ASC); (C)
variagdo de peso corporal e (D) retas de ganho de peso na fase de
inducdo de EAE (até 16° dia). ANOVA de uma via, seguida de teste
post-hoc de Newmann-Keuls, *p<0,05 grupo Naive versus EAE,
***pn<0,001 grupo Naive versus EAE e PPX 1 mg/kg, ###p<0,001.
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3.4.3. Efeito do PPX na algesia induzida pela EAE

Dados recentes demonstraram que a dor crbnica afeta
entre 50 — 80% dos pacientes com EM, sendo este sintoma de
extrema relevancia clinica (SVENDSEN et al., 2003). Assim, 0
préximo objetivo do estudo foi avaliar o efeito anti-hiperalgésico
do PPX durante a fase pré-motora da EAE. Conforme ilustrado
na Figura 12, a hiperalgesia térmica e mecanica induzida pela
EAE foram caracterizadas pelo aumento evidente e prolongado
na duracdo (Figura 12A e B) e frequéncia (Figura 12C e D) de
resposta, respectivamente. A ANOVA de uma via da area sob a
curva para o teste da acetona apresentou um Fp 14 = 5,290 e p
< 0,05, e para o teste de Von Frey um F,, 14) = 10,10 e p < 0,01.
A hiperalgesia térmica foi evidente a partir do 3° dia p.i., atingiu o
pico maximo de resposta no dia 9 e permaneceu elevada durante
os 13 dias de analise (Figura 12A e B), enquanto que a
hiperalgesia mecanica tornou-se evidente a partir do 1° dia p.i.,
com pico maximo no 7° dia p.i. (Figura 12C e D). O tratamento
preventivo dos animais com PPX na dose de 1 mg/kg nédo foi
capaz de inibir a hiperalgesia térmica e mecénica induzida pela
EAE.
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Figura 12. Efeito do tratamento preventivo com PPX na
algesiainduzida pela EAE.
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O tratamento com o PPX n&o inibiu a hiperalgesia e alodinia induzida
pela EAE. (A e B) Andlise do efeito anti-hiperalgésico do PPX na
alodinia térmica ao frio, e (C e D) hipersensibilidade mecénica. Os
dados séo apresentados como média + EPM (N = 5 - 8 animais/grupo).
ANOVA de uma via, seguida de teste post-hoc de Newmann-Keuls,
*p<0,05 grupo Naive versus EAE, **p<0,01 grupo Naive versus EAE e
PPX 1 mg/kg.

3.4.4. Efeito do PPX na neuroinflamag&o no modelo da EAE

A patogénese da EM inclui a infiltracdo de macréfagos e
linfécitos T encefalitogénicos para o SNC, assim como a ativagéo
de células gliais residentes, especialmente, astrocitos e
microglia, as quais em conjunto induzem a morte de
oligodendrdcitos, a desmielinizacdo e, consequentemente, o
dano axonal (BJARTMAR et al., 2003; MCFARLAND e MARTIN,
2007). Por esta razdo, a proxima etapa deste trabalho foi avaliar
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0 potencial do PPX em inibir o desenvolvimento da resposta
neuroinflamatéria, assim como a desmielinizacdo na medula
espinhal dos animais apds a inducéo da EAE. Conforme ilustrado
na Figura 13, as analises histolégicas da medula espinhal dos
animais naive apresentam niveis muito discretos de células
inflamatérias (Figura 13A e B), com auséncia de é&rea de
desmielinizagéo (Figura 14A e B) e reduzida ativacao astrocitaria
(Figura 15A e B). No entanto, apds 40 dias de imunizacao, os
animais do grupo EAE apresentaram significativa infiltragdo de
células inflamatérias na medula espinhal (Figura 13),
acompanhado de significativa desmielinizagdo na substancia
branca da medula espinhal (Figura 14) e ativacdo astrocitaria
(Figura 15). De forma significativa, o tratamento com PPX (1
mg/kg, i.p., 1x/dia) ao longo do protocolo de EAE reduziu a
resposta neuroinflamatéria (Figura 13A e B), area de
desmielinizacdo (Figura 14A e B) e a ativacdo de astrocitos
(Figura 15A e B) no 4Q° dia p.i.,, quando comparado com 0s
animais do grupo EAE. A analise da area sob a curva através da
ANOVA de uma via resultou em um Fp, 10) = 7,947 e p < 0,01
para a infiltragéo celular, um F(, g = 32,23 e p < 0,001 para os
niveis de GFAP, e um F ¢ = 18,88 e p < 0,01 para a
desmielinizagao.
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3.4.5. Efeito do PPX no sistema imune periférico

Dentre as citocinas envolvidas na patogénese da EM,
estudos prévios demonstram forte associacdo da IL-17 a
gravidade da doenca (MCFARLAND e MARTIN, 2007). Assim, 0
préximo objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do PPX sobre a
producdo de IL-17 em linfonodos apds inducdo da EAE. Os
resultados da Figura 16 indicam aumento significativo no
contetdo de IL-17 nos linfonodos inguinais do grupo EAE,
quando comparado ao grupo naive. De forma significativa, o
tratamento preventivo com PPX (1 mg/kg, i.p.) inibiu
significativamente o aumento dos niveis de IL-17 apés a indugéo
EAE (Figura 16). Embora, durante a fase cronica da EAE néo
tenha ocorrido aumento de IL-18 ou TNF-a, o PPX também
induziu uma reducdo significativa nos niveis basais destas
citocinas (Figura 16). As analises dos resultados através da
ANOVAS de uma via apresetaram um F 14 = 144,1 e p < 0,001
para IL-17, um F 14) = 4,644 e p < 0,05 para IL-1B, e um F(; 13 =
18,85 e p < 0,001 para o TNF-a.
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3.4.6. Efeito do PPX na modulacdo redox dos animais induzidos
com a EAE

As ERO desempenham um papel importante tanto na
esclerose multipla quanto em doencas neurodegenerativas como
a doenca de Parkinson, assim como no modelo da EAE
(GILGUN-SHERKI, MELAMED e OFFEN, 2004; DIAS, JUNN e
MOURADIAN, 2013). Desta forma, investigou-se alteracdes nos
niveis de espécies reativas utilizada a sonda H,DCFDA e nas
defesas antioxidantes, mais especificamente a enzima GPx
sobre a qual ainda ndo ha estudos no modelo da EAE. Para
obtencdo destes resultados foi feita a analise da atividade e
expressao da enzima GPx e a producéo de espécies reativas em
homogenatos de estriado e medula espinhal. Quarenta dias apos
a inducdo da EAE, a producdo de ERO estava aumentada tanto
na medula espinhal (Figura 17A), quanto no estriado (Figura
17D). A andlise da fluorescéncia do DCF através da ANOVA de
uma via revelou um F, 15 = 4,338 e p < 0,05 na medula, e um
Fe, 11y = 4901 e p < 0,05 no estriado. Uma observagao
interessante é que na medula espinhal, o tratamento com o PPX
restaurou a atividade da GPx (Figura 17B) e sua expressao
(Figura 17C) a niveis basais, enquanto que nao teve efeito no
estriado (Figura 17E e F). Os resultados da atividade GPX foram
avaliados através da ANOVA de uma via revelando um F,, 14) =
7,589 e p < 0,01 na medula, e um F(;, 11y = 3,143 e p > 0,05 no
estriado. Os resultados das densidades Opticas das bandas de
GPx também foram analisados através da ANOVA de uma via
apresentando um F 13y = 4,576 e p < 0,05 na medula, e um F,,
13) = 3,873 e p < 0,05 no estriado.
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3.4.7. Efeito do PPX nas proteinas parkina e a-sinucleina dos
animais induzidos com a EAE

Embora a atividade inflamatoria seja uma parte importante
no desenvolvimento da EM (GRIGORIADIS e VAN PESCH,
2015), outros mecanismos podem estar contribuindo para sua
patogénese (LU et al, 2009; WITTE et al., 2009).
Particularmente, mecanismos envolvidos em outras doencas
neurodegenerativas, como o0s niveis de parkina e a-sinucleina.
Um estudo prévio demonstrou que os niveis de parkina estavam
aumentados em lesdes inflamatorias cerebrais de pacientes com
EM (WITTE et al., 2009). Além disso, evidéncias sugerem que a-
sinucleina teria niveis aumentados tanto no cérebro de pacientes
quanto no modelo da EAE em ratos (PAPADOPQULOS et al.,
2006). Desta forma, para determinar o papel do PPX no
desenvolvimento da EAE, analisou-se o imunocontetdo de
parkina e da a-sinucleina na medula espinhal e no estriado de
camundongos. O tratamento preventivo com o PPX aboliu o
efeito da EAE, levando a expressdo da parkina aos seus niveis
basais na medula espinhal (Figura 18A e B) e no estriado (18D e
E). Da mesma forma, as alteracbes na expressao da parkina
induzidas pela EAE foram revertidas pelo tratamento com PPX
na medula espinhal (Figura 18A e B) e no estriado (Figura 18D e
E), voltando aos niveis basais. As analises da densidade Optica
de parkina através da ANOVA de uma via apresentaram um F,,
15y = 9,087 e p < 0,01 na medula, e um F, 26 = 9,821 e p < 0,001
no estriado. Como mostrado na Figura 18 durante a fase crénica
da EAE houve umaredugao do imunoconteudo de a-syn, tanto na
medula espinhal (Figura 18A e C), como no estriado (Figura 18D
e F). As alteracdes na expressao da a-syn induzidas pela EAE
foram revertidas pelo tratamento com PPX na medula espinhal
(Figura 18A e C) e no estriado (Figura 18D e F), voltando aos
niveis basais. A ANOVA de uma via para a densidade Optica de
a-syn revelou um F,, 10) = 16,31 e p < 0,001 na medula, e um F;,
15y = 11,44 e p < 0,001 no estriado.
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3.4.1. Efeito do tratamento agudo e repetido com PPX no
comportamento tipo-depressivo induzido pelo LPS

Baseado nos resultados prévios, 0s quais mostraram que o
PPX aboliu completamente os déficits motores e as alteracdes
nos marcadores inflamatérios, no modelo da encefalomielite
autoimune experimental com o uso do peptideo MOGgzs_ss ,
testou-se a possibilidade do PPX (1 mg/kg) prevenir as
alteracdes em parametros inflamatérios e o comportamento tipo-
depressivo induzido por uma Unica injecao de LPS, um modelo
inflamatdrio de depressédo. Uma Unica administracdo de PPX (1
mg/kg, i.p.), 60 minutos antes da exposicdo ao LPS, néo
preveniu o efeito tipo-depressivo induzido pelo LPS no TNF
(Figura 19A). A andlise estatistica através da ANOVA de duas
vias mostrou efeito significativo para o grupo LPS (F(1 37 = 14,7; p
< 0,001), mas néo para o grupo tratado com PPX (F(137) = 0,82; p
> 0,05), ou na interagéo LPS x PPX (F(,37) = 0,10; p > 0,05).

O comportamento tipo-anedénico foi analisado através do
splash test pelo registro do tempo total de autolimpeza durante
um periodo de 5 minutos (Figura 19B). A analise estatistica
através da ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo no
tempo total de autolimpeza do grupo LPS (Fu44) = 5,00; p <
0,05), mas nao para 0 PPX (Fu44 = 1,08, p > 0,05), ou a
interacdo entre PPX x LPS (Fu4q = 0,17, p > 0,05). O
autocuidado foi estimado pela laténcia para iniciar a autolimpeza
(Figura 19C). A ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo na laténcia para iniciar a autolimpeza nos animais
tratados com LPS (Fq 37 = 4,67; p < 0,05), enquanto que o PPX
ndo apresentou efeito (F137 = 0,01; p > 0,05), e o efeito da
interacéo LPS x PPX néo foi observado (F( 37 = 0,04; p > 0,05).

A atividade motora foi analisada através do TCA (Figura
19D). A ANOVA de duas vias detectou um efeito para o LPS no
TCA (Fuss) = 7,06; p < 0,05), mas néo para o tratamento com
PPX (Fus3 = 0,15; p > 0,05), ou para a interacdo LPS x PPX
(F(1,53) = 0,003; P> 0,05)

A administragéo repetida com o PPX por 7 dias preveniu
completamente o comportamento tipo-depressivo induzido pelo
LPS no TNF (Figura 19E). Esse resultado foi confirmado pela
ANOVA de duas vias a qual mostrou efeito significativo para o
LPS (Fq.44) = 20,19; p < 0,001), o tratamento com PPX (F(1,44) =
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17,65; p < 0,001), e a interagdo LPS x PPX (F144 = 7,81; p <
0,01).

O tratamento com o PPX por 7 dias também preveniu a
diminuicdo no tempo de autolimpeza induzida pelo LPS no
splash test (Figura 19F). A ANOVA de duas vias mostrou que o
LPS interferiu com o tempo de autolimpeza (Fq7g = 7,86; p <
0,01), bem como o pré-tratamento com o PPX (F,7s) = 6,33; p <
0,05), mas ndo houve interagcdo LPS x PPX (F7g = 3,28; p =
0,07).

De acordo com os resultados prévios de anedonia, o teste
post hoc detectou um aumento na laténcia para iniciar a
autolimpeza no grupo LPS, um indicativo de comprometimento
do comportamento de autocuidado, o qual ndo foi observado nos
animais que receberam o PPX por sete dias (Figura 19G).
Entretanto, a ANOVA de duas vias mostrou que o LPS néo teve
efeito na laténcia para iniciar a autolimpeza (Fusy = 1,7; p >
0.05), mas o tratamento com PPX teve efeito (F1,31) = 7,97; p <
0.05), e uma tendéncia para a interagdo LPS x PPX (Fu31) =
4.03; p =0.053).

A atividade locomotora no TCA foi semelhante entre os
grupos LPS e o PPX mais LPS, sugerindo que o efeito do PPX
no TNF ndo pode ser atribuido a um aumento na atividade
locomotora (Figura 19H). A ANOVA de duas vias da atividade
locomotora revelou um efeito para o0 PPX (F( 53 = 4.97; p < 0.05),
mas néo para o grupo LPS (F@s3 = 1.90; p > 0.05), ou para a
interacéo LPS x PPX (F( 53 = 0.01; p > 0.05).
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Figura 19. Efeitos dos tratamentos agudo e repetido do PPX
no comportamento tipo-depressivo induzido pelo LPS em
camundongos.
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Os camundongos receberam uma Unica inje¢do de PPX (1 mg/kg; i.p.)
(A-D) ou repetidamente por 7 dias (E-H), antes de uma Unica
administracdo de LPS (0,1 mg/kg). Vinte e quatro horas depois da
injecdo de LPS, os testes comportamentais foram realizados: (A, E)
tempo de imobilidade no teste do nado forcado, (B, F), tempo de
autolimpeza no splash test, (C, G) laténcia para iniciar a autolimpeza, e
(D, H) atividade locomotora no teste do campo aberto. Os dados estdo
representados como média + EPM de 6-10 camundongos/grupo. As
diferencas entre os grupos sao indicadas por: *p < 0,05, *p < 0,01
comparados ao grupo controle; “p < 0,05, *p < 0,01, *p < 0,001
comparados aos outros grupos; e & indica que o LPS foi um fator
significativo na ANOVA de duas vias.
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3.4.1. Efeito do tratamento repetido com PPX nos
parametros relacionados a inflamacao

Em seguida, foram realizadas andlises para determinar se
0 tratamento por sete dias com o PPX poderia prevenir os
parametros inflamatérios induzidos pelo LPS. O tratamento per
se com o PPX foi capaz de diminuir o imunocontetdo de IL-1j,
enquanto que a exposicdo ao LPS produz um aumento nos
niveis de IL-1B no hipocampo de camundongos (Figura 20A,
painel inferior e 20C). O tratamento com o PPX por sete dias
preveniu o aumento nos niveis de IL-1B hipocampal induzido pelo
LPS, sendo que os valores médios desta citocina permaneceram
em niveis basais. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo para o grupo LPS (F.1s = 13,38; p < 0,01), para o
tratamento com PPX (F(11g = 32,89; p < 0,001), mas n&o para a
interagdo LPS x PPX (Fu1s = 0,04; p > 0,05). Nenhum dos
tratamentos com LPS, PPX, ou a combinagdo de ambos foram
capazes de alterar os niveis da citocina pré-inflamatéria IL-6
(Figura 20D). Isso foi evidenciado pela analise dos dados através
da ANOVA de duas vias, a qual apresentou os resultados de
(Fa,200=0,77; p > 0,05) para o LPS, (F(.20) = 0,07; p > 0,05) para
o0 PPX e (F(,20) = 0,57; p > 0,05) para a interagéo LPS x PPX.

A proliferacdo e ativacdo astrocitdria podem ser
observadas em processos neuroinflamatérios. Entretanto, o
tratamento com LPS néo alterou o imunocontetdo de GFAP no
hipocampo 24 horas apés o tratamento com LPS (Figura 20A,
painel superior). Os tratamentos somente com PPX ou em
combinacdo com o LPS também nédo foram capazes de alterar os
niveis de GFAP no hipocampo dos camundongos (Figura 20A,
painel superior e 20B).
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Figura 20. Efeito do tratamento repetido com o PPX sobre os
niveis de IL-1B, GFAP e IL-6 no hipocampo de camundongos
tratados com LPS.
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(A) Figuras representativas dos blots mostrando o contetdo relativo de
IL-1B8 (painel superior) ou GFAP (painel inferior), (B) porcentagem da
alteracdo de IL-1B em relacdo a B-actina, e (C) IL-6 quantificado por
ELISA. Os dados sdo apresentados como média + EPM de 5-6 animais
por grupo. As diferencas significativas entre todos 0s grupos sao
identificadas por p < 0.05.

Como previamente mencionado, em  condi¢Bes
inflamatdrias, é frequentemente encontrado o estresse oxidativo
e nitrosativo (SCHLICHTER et al., 2010; BAI et al., 2015). Entao,
para determinar a presenca destes parametros, foram analisados
os niveis de 3-NT e MDA no hipocampo, onde foram encontrados
niveis aumentados de 3-NT pelo tratamento com LPS (Figura
21A e B), uma alteracdo que foi prevenida pelo tratamento
repetido com o PPX. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
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significativo para o tratamento com o PPX (Fu37 = 5,15; p <
0,05), mas néo para o LPS (F(l a7y = 1,57; p > 0,05), ou para a
interagéo LPS x PPX (F(,37 = 3,17; p > 0,05). Por outro lado, o
estresse oxidativo ndo pbéde ser observado em nenhum grupo,
como observado pelos niveis inalterados de adutos proteicos de
MDA (Figura 21C e D).

Figura 21. Efeito do tratamento repetido com PPX nos
marcadores de estresse oxidativos e nitrosativo no
hipocampo de camundongos expostos ao LPS.
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(A) Figuras representativas do slot blot mostrando o contetdo relativo
de MDA e (B) de proteinas modificadas com a 3-nitrotirosina (3-NT), e
(C) Porcentagem de alteragdo na 3-NT em relacdo a coloragdo com
Ponceau-S. Os dados séo representados como média + EPM de 10-11
camundongos por grupo. Diferenca significativa entre todos os demais
grupos s&o identificadas por “p < 0.05.
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3.4.1. Estudo farmacoldégico da acdo do PPX no
comportamento tipo-depressivo

Com o objetivo de investigar o papel dos receptores
dopaminérgicos no efeito tipo-antidepressivo do PPX,
administrou-se diariamente durante 7 dias o haloperidol, um
antagonista ndo-seletivo de receptores de dopamina, ou a
sulpirida, um antagonista de D2R/D3R meia hora antes de cada
aplicacdo do PPX. Uma hora depois da ultima administracdo do
PPX, o LPS foi injetado e 24 horas depois foram realizados os
experimentos comportamentais. Foi observado um efeito
significativo através da ANOVA de uma via (p < 0.001). O teste
post hoc mostrou que o grupo LPS era diferente de todos os
outros grupos (p < 0.001) (Figura 22). Esse resultado indica que
nem a sulpirida ou o haloperidol ndo foram capazes de impedir o
efeito tipo-antidepressivo do PPX nos animais expostos ao LPS
no tempo de imobilidade no TNF.
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Figura 22. Andlise da ativacédo de receptores de dopamina

pelo PPX.
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A sulpirida (50 mg/kg, i.p.) ou o haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.) foram
injetados diariamente 30 min antes da administracdo do PPX (1 mg/kg)
por 7 dias. Os camundongos foram tratados com LPS (0,1 mg/kg, i.p.)
60 minutos depois da Ultima administracdo com PPX e 24 horas depois
submetidos ao TNF. ANOVA de uma via seguida do post hoc de
Newman-Keuls mostrou uma diferenca significativa para p < 0,01
guando comparado aos outros grupos.

Uma vez que o0s antagonistas de receptores
dopaminérgicos nao foram efetivos em reverter o efeito do PPX,
optou-se por testar se a apomorfina, um agonista D2R (MISSALE
et al., 1998), poderia prevenir o efeito tipo-depressivo induzido
pelo LPS, assim como fez o PPX, um agonista seletivo para os
receptores de D2R/D3R. A apomorfina (50 pg/kg, i.p.) foi
administrada 60 min antes da injecdo de LPS, ou administrada
por 7 dias consecutivos, sendo a Ultima aplicacdo uma hora
antes do LPS. Vinte e quatro horas depois da inje¢cdo de LPS, os
animais foram testados no TNF e no TCA. O tratamento agudo
com a apomorfina ndo foi capaz de reverter o aumento no tempo
de imobilidade induzido pelo LPS no TNF (Figura 23A). A
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ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo para o
tratamento com LPS (F(126 = 4,53; p < 0,05), mas néo para a
apomorfina (Fq 28 = 1,55; p > 0,05), ou para a interagédo LPS x
apomorfina (F 28 = 0,64; p > 0,05). O tratamento repetido com
apomorfina também foi ineficaz em reverter o aumento na
imobilidade induzida pelo LPS no TNF (Figura 23C). A ANOVA
de duas vias mostrou um efeito significativo para o LPS (F1,2s) =
8,17; p < 0,05), mas néo para a apomorfina (Fq g = 0,02; p >
0,05), ou para a interagdo LPS x apomorfina (Fq ¢ = 1,84; p >
0,05). Os tratamentos com apomorfina, LPS ou com a
combinacdo de ambos ndo alteraram a atividade locomotora no
TCA (dados ndo mostrados).

Figura 23. Anélise do papel dos receptores de dopamina D2
no comportamento tipo-depressivo induzido pelo LPS.
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(A) Os camundongos foram tratados com uma Unica injecdo de
apomorfina (50 pg/kg, i.p.) 60 min antes da administracdo do LPS. (B)
Os camundongos foram tratados por 7 dias com apomorfina (50 pg/kg,
i.p.), sendo a ultima dose aplicada 60 min antes da inje¢do de LPS. Os
dados sé&o apresentados como média + EPM de 7-8 camundongos por
grupo. “Indica que o LPS foi um fator significativo na ANOVA de duas
vias.
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3.5. Discusséao

Por apresentar manifestacdes neuroldgicas decorrentes de
um mecanismo autoimune, como modelo de EM, a EAE segue o
mesmo principio. Por este motivo, as alteracfes no sistema
imune tém sido extensivamente estudadas. Na década de 1980
foi observada a presenca de receptores dopaminérgicos em
células apresentadoras de antigeno e células T, bem como
tirosina hidroxilase e sintese de dopamina (LEVITE, 2015). Esses
receptores sdo expressos e ativados diferentemente durante as
doencas autoimunes. Como exemplo, foi observado em linfocitos
de pacientes com lUpus eritematoso sistémico (uma doenca
autoimune na qual ocorre destrui¢cdo dos tecidos de conexao) um
aumento na expressdao de D2R (JAFARI et al., 2013).
Interessantemente, um estudo demonstrou que, nos linfocitos de
pacientes com EM e tratados com IFN-3, ocorreu uma reducéo
na expressdo dos D3R em células mononucleares sanguineas
(GIORELLI, LIVREA e TROJANO, 2005). Por outro lado, as CD
possuem uma baixa expressdo D2R e D3R em comparacdo aos
linfécitos (GIORELLI et al., 2005). Esses achados sugerem que a
dopamina pode ter um papel chave em regulacdo da
diferenciacdo e proliferacdo dos linfocitos. Ainda, a ativacéo
destes receptores pode induzir respostas antagonicas, enquanto
a ativacdo de D2R reduz a sobrevivéncia dos linfocitos T, a
ativacdo de DI1R/D5R suprime as células T regulatérias
(PACHECO et al., 2014). Apesar de todo conhecimento na area,
poucos estudos investigaram a acdo de agonistas
dopaminérgicos durante condicdes neuroinflamatérias
autoimunes.

O PPX tem sido usado para tratar a DP, uma doenca
neurolégica marcada por: (i) reduzida transmissdo
dopaminérgica, o que est4d ligado & morte de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra (RIEDERER e WUKETICH,
1976); (ii) alteracdes na expressao de receptores dopaminérgicos
no estriado, bem como em células mononucleares (DONNAN et
al., 1991; NAGAI et al.,, 1996; BARBANTI et al., 1999); (iii)
acumulo anormal de a-sinucleina, conhecido como corpos de
Lewy. Interessantemente, alteracdes especificas na expressao
de receptores de dopamina que foram observadas nos linfocitos
obtidos de pacientes com a doenca de Parkinson, também foram
observadas nos linfécitos de pacientes com EM (PACHECO et
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al., 2014). Em conjunto, esses estudos sugerem que O0sS
receptores  dopaminérgicos podem  contribuir para o0
desenvolvimento da resposta autoimune. Os resultados
observados neste estudo indicam pela primeira vez, que o PPX
impediu por completo o aparecimento das disfun¢cdes motoras
classicas observadas em camundongos com EAE. Nem uma
Unica disfuncdo motora foi observada entre o inicio do tratamento
e o fim do experimento, 40 dias apés o inicio da imunizacdo. As
evidéncias obtidas neste trabalho sugerem que o efeito protetor
do PPX ocorra através da imunomodula¢do, uma vez que o
tratamento com este composto inibiu a infiltracdo de células
inflamatérias e a ativacdo astrocitaria no SNC. Ainda, o
tratamento com PPX diminuiu a resposta imune no tecido linfoide
periférico. Além disto, reestabeleceu os niveis basais as ERO e
de GPx, e restaurou os niveis de parkina e a-sinucleina, tanto no
estriado quanto na medula espinhal. Por outro lado, o tratamento
com o PPX ndo preveniu a aparecimento dos sintomas
sensoriais relacionados a dor induzidos pela EAE, embora os
efeitos analgésicos de outros agonistas de D2R ja tenham sido
demonstrados (TAYLOR, JOSHI e UPPAL, 2003; ALMANZA et
al., 2015).

Em conjunto, os resultados apresentados confirmam e
estendem os estudos conduzidos por Dijkstra et al. (DIJKSTRA
et al.,, 1994), os quais demonstram que a bromocriptina, um
agonista D2R, reduziu tanto a gravidade, quanto a duragdo dos
sinais agudos e cronicos observados na EAE. E conhecido que
essas manifestacbes da EAE e que se assemelham aos
sintomas observados em pacientes com EM, s&o o resultado da
infiltragdo multifocal de células imunes no SNC. Os mediadores
quimicos secretados, bem como ataque direto de células
especificas do sistema imune, danificam a bainha de mielina dos
axonios. A perda progressiva da bainha de mielina pode ser
observada através da coloragdo com Luxol Fast Blue, um
marcador classico de lipidios e de desmielinizacdo. A mielina foi
preservada até 40 dias apés o inicio da imunizacao, refletindo na
auséncia de sintomas motores. Neste trabalho, o PPX também
reduziu a quimiotaxia de células inflamatorias, processo que atrai
células para dentro da medula espinhal de camundongos nos
quais a EAE foi induzida, diferentemente do observado em
camundongos EAE ndo tratados. Ainda, 0 aumento na expressao
de GFAP é outro parametro comumente identificado na patologia
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da EAE, bem como na EM e em outras patologias
neuroinflamatérias (BANNERMAN et al., 2007). Quando
ativados, os astrécitos podem desencadear a ativacdo de vias
que levam a toxicidade, contribuindo para a inducdo de
neuropatologias (WILLIAMS, PIATON e LUBETZKI, 2007). Como
demonstram os resultados, o tratamento com o PPX também
preveniu a astrogliose reativa ha medula espinhal. Isso p6de ser
observado através da andlise dos niveis de GFAP, mostrando
que os animais tratados com o PPX ndo apresentaram aumento
na quantidade desta proteina em comparacdo aos camundongos
induzidos pela EAE. Um importante ativador astrocitario € o IFN-
vy (DAGINAKATTE et al., 2008a), uma citocina pré-inflamatéria e
produzida principalmente por células Thl e Th17 (DUHEN et al.,
2013), as quais estdo envolvidas na patogénese da EAE e da
EM. A ativagdo astroglial pode ser mediada, ndo apenas por
citocinas, mas também através do aumento e manutencdo dos
niveis de adenosina monofosfato ciclica, ou AMPc (DUHEN et
al., 2013). Os receptores de D2R ativam a via da proteina G
inibitoria/G,, reduzindo o AMPc (BEAULIEU et al., 2004). Os
dados obtidos confirmam as informacdes da literatura, uma vez
que o tratamento preventivo com o PPX inibiu significativamente
o desenvolvimento da EAE, associado ainda com a reducdo da
sintese de GFAP na medula espinhal. Para que o processo de
inflamacao seja iniciado no SNC, é necessario que células Th17
sejam ativadas por APC, que por sua vez, apresentam epitopos
de mielina (ou que apresentam reatividade cruzada). Apés serem
ativadas, as células Th1l7 migram até o SNC, onde podem ser
reativadas por APC que apresentam antigenos proprios, sendo
reativados principalmente pela micréglia.

A andlise da ativacdo de D1R ou D5R mostrou que esses
receptores aumentaram a producdo de IL-17, sugerindo um
aumento na proliferagdo de células Th17 (NAKANO et al., 2008;
PRADO et al., 2012), entretanto ndo h& estudos referentes a
ativacdo de D2R e seus efeitos nos niveis de IL-17. Assim,
investigou-se a possibilidade de que o tratamento com o agonista
de receptores dopaminérgicos D2/D3 possa inibir a resposta
imune em tecidos linfoides periféricos, no modelo de EM (EAE)
em camundongos. Os resultados obtidos sugerem que a ativacéo
de receptores D2, durante a fase de inducdo da EAE, preveniu
de forma significativa a resposta imune adaptativa e inata nos
linfonodos por diminuir IL-1B e TNF-a, enquanto que a ativacéo
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de D3R seria responsavel por diminuir os niveis de IL-17. Assim,
confirma-se e complementa-se o0s estudos conduzidos por
Hanami et al. (2013), no qual o PPX reduziu os niveis de AMPc,
bem como a expressdo de mRNA dos fatores de transcri¢cao pro-
inflamatdrios c-Fos e NFATc1, em células humanas precursoras
de osteclastos (HANAMI et al., 2013). Embora nao tenha sido
possivel observar uma alteracdo nos niveis de IL-1B nos
linfdcitos dos animais EAE, o tratamento com PPX produziu uma
reducao significativa nos niveis basais desta citocina. Esse fato
sugere que o efeito protetor do PPX pode ser devido a ativagéo
de receptores dopaminérgicos do tipo D2 em células APC. Ainda,
dando suporte a esta hipétese, um estudo prévio com o modelo
da EAE, demonstrou que camundongos apresentaram um
comportamento tipo-depressivo (GENTILE et al., 2015), o qual
esta associado ao aumento de IL-1B e reducédo da liberacdo de
dopamina no estriado. Além disso, estudos prévios mostraram
que os niveis de TNF-a s6 estavam aumentados na periferia
durante a indugdo da EAE ou durante o surgimento do primeiro
sintoma clinico. Estes dados sugerem que o0s niveis desta
citocina possam ndo ser importantes para a manutencdo da EAE,
mas sim para o seu desenvolvimento (ZORZELLA-PEZAVENTO
et al., 2013; HIDAKA et al., 2014). Interessantemente,
camundongos tratados com bromocriptina ou quinpirol, dois
agonistas de receptores D2/D3, também reduziram os niveis de
TNF-a no soro, apds a administracdo da toxina bacteriana LPS
(HASKO et al., 1996; MASTRONARDI, YU e MCCANN, 2001).
Desta forma, é possivel que os efeitos imunomodulatérios e
neuroprotetores do PPX durante o desenvolvimento da EAE
estejam relacionados com a inibicdo da ativacdo e proliferacéo
periférica de células Th-17 (menores niveis de IL-17). Esse
evento pode ser devido a uma modulacdo da resposta imune
inata nos 6rgaos linfoides periféricos, entretanto, experimentos
futuros serdo necessarios para confirmar esta hipétese.

Apesar de ja ter sido observado que ndo ha
desmielinizacdo na matéria cinzenta profunda de animais EAE
(FJAER et al., 2015), foram encontrados niveis aumentados de
IL-18 (GENTILE et al., 2015). Essa interleucina é capaz de
desencadear a morte neuronal (ROSSI et al, 2014) e a
desregulacdo dopaminérgica no estriado de animais EAE
(GENTILE et al., 2015). Além disso, o estriado faz parte da rede
de comunicacdo entre a substancia negra e o coértex motor
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(CAVALLARI et al., 2014). Uma vez que o PPX é utilizado no
tratamento da doenca de Parkinson, também foram avaliados
parametros relacionados com esta patologia. O aumento no perfil
das citocinas, observado durante na EM e na EAE, é capaz de
ativar as células do sistema imune como @ o0s
macrofagos/neutréfilos, o0s quais s@o responsaveis pela
fagocitose, producéo e liberacdo de ERO (MARCHI et al., 2014).
Interessantemente, foi observado aumento nos niveis de ERO,
no liquido cérebro espinhal e sangue de pacientes com EM
(GILGUN-SHERKI et al., 2004), no liquor e cérebro de individuos
com DP (DIAS et al., 2013) e no cérebro e nas lesdes medulares
na EAE (HE et al.,, 2013). Os resultados obtidos mostram que
houve aumento nos niveis de ERO na medula espinhal e no
estriado dos animais EAE, mas ndo nos animais tratados com
PPX. Em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), que sao
células tipo-neuronais, o0 PPX apresentou propriedades
antioxidantes (FERRARI-TONINELLI et al., 2010), as quais estao
de acordo com a fluorescéncia normal do DCF em animais
tratados com o PPX. Também foram observados niveis de GPx
aumentados na medula espinhal e reduzidos no estriado de
animais EAE. Até o presente momento ndo ha trabalhos
mostrando esse efeito de alteracdo nos niveis de GPx ou nas
respostas adaptativas em animais tratados com o PPX.
Entretanto, ja foi observado aumento nos niveis da proteina GPx
no fluido cérebro-espinhal de ratos EAE (ROSENLING et al.,
2012), o que esta de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho. N&o obstante, ainda s8o necessarios mais
experimentos para compreender as vias de sinalizagado
envolvidas nas altera¢des nos niveis de GPx no SNC de animais
EAE.

A parkina é uma proteina amplamente estudada na DP
(HAMPE et al., 2006), embora ainda exista escassez de
informagdes a respeito do efeito do PPX na expressdo desta
proteina. A parkina é uma E3-ubiquitina ligase, responsavel por
poliubiquitinar proteinas malformadas e danificadas, marcando-
as para serem degradas pelo sistema ubiquitina-proteassoma
(WITTE et al.,, 2009). Enquanto que o sistema ubiquitina-
proteassoma € necessario para remover proteinas danificadas e
malformadas, ele também possui um papel na apresentagcdo de
antigenos (BASLER et al.,, 2014). Além disso, inibidores
proteassomais foram capazes de melhorar os sintomas da EAE
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(BASLER et al., 2014). Somente um estudo mostrou 0 aumento
de parkina no cérebro de pacientes post mortem com EM
(WITTE et al., 2009). Neste estudo, foi observado que a EAE
induz um aumento significativo na expressao de parkina na
medula espinhal e no estriado. Isso indica que 0 processo
neuroinflamatdrio autoimune da EAE é capaz de alterar os niveis
de parkina e da suporte aos achados prévios que também
demonstraram aumento de parkina em pacientes com EM
(WITTE et al.,, 2009). Adicionalmente, a indugdo da parkina
durante a DP pode ser interpretada como uma tentativa de
remover proteinas mutadas, agregadas, e malformadas, como a
a-syn (PETRUCELLI et al., 2002; GEORGE et al., 2010).

Embora a a-syn seja uma proteina intracelular, ja foi
encontrada no fluido cérebro-espinhal de pacientes com EM
(WANG et al., 2012). Ainda, a neurodegenerag¢do que ocorre na
DP e em outras sinucleinopatias, foi associada com a agregacao
da a-syn (LEE e TROJANOWSKI, 2006). Os resultados mostram
que o tratamento com PPX preveniu a diminuicdo da a-syn na
medula espinhal e no estriado dos animais EAE. N&o obstante, a
a-syn foi substancialmente aumentada nas células neuronais e
gliais da medula espinhal de pacientes, quando analisadas post
mortem em pacientes com EM e em animais EAE,
particularmente durante a exacerbacdo dos sintomas
(PAPADOPOULOS et al.,, 2006). Entretanto, os resultados
obtidos durante este trabalho, mostraram reducéo nos niveis de
a-syn na medula espinhal. Estes resultados estéo de acordo com
um trabalho prévio no qual foi demonstrada a reducéo nos niveis
desta proteina em pacientes com EM (ANTONELOU et al.,
2015). Assim, o acompanhamento dos niveis de a-syn durante o
desenvolvimento da EM ou na EAE pode ser relevante. Com
relacdo a isto, 0 modelo de EAE utilizado mimetiza a EM
progressiva priméria, enquanto outros modelos de EAE
mimetizam a EM surto-remissdo (STROMNES e GOVERMAN,
2006). Além disso, a a-syn é degradada pelo sistema ubiquitina-
proteassoma (EBRAHIMI-FAKHARI et al., 2011), o qual tem sua
funcdo aumentada em pacientes com EM e animais EAE
(BELLAVISTA et al., 2014). Portanto, esses achados estdo de
acordo com outros trabalhos que mostraram aumento nos niveis
de parkina, uma E3-ubiquitin ligase, o qual pode levar a um
aumento na degradacdo da a-syn pelo proteassoma, levando
desta forma a uma diminuicdo dos niveis desta proteina.
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Em resumo, os dados apresentados demonstram que o
tratamento preventivo com o PPX inibiu o desenvolvimento e a
progressdo dos sinais motores da EAE por: a) inibicdo da
infiltracdo de células inflamatérias no SNC, b) reducédo da éarea
desmielinizada, c) limitar a ativagdo astroglial, d) reestabelecer
0s niveis de producdo de ERO, e e) restaurar aos niveis basais
as proteinas GPx, parkina, e a-syn. Em conjunto, os dados
indicam que a atividade anti-inflamatoria, aliada a modulacao dos
niveis de parkina e a-syn, € um potencial mecanismo de acao do
PPX em impedir o desenvolvimento dos sintomas da EAE em
camundongos. Entretanto é necessario que este composto seja
aplicado apds o surgimento dos sintomas iniciais para definir a
utiidade deste como agente protetor na EM. Porém, se
comprovada sua eficacia isto trara avancos significativos para as
pesquisas basicas e clinicas. Finalmente, o uso de um agonista
de receptores de dopamina D2/3 aumenta o embasamento
acerca da participagdo dos receptores dopaminérgicos em
doencas inflamatorias, e que agonistas destes receptores podem
se tornar uma nova monoterapia ou, entdo, utilizado em
combinacdo com outros farmacos j4 existentes para o tratamento
de EM.

O TDM é comumente observado em pacientes com
doencas neuroinflamatérias (GENTILE et al., 2015;
MCCUTCHEON et al., 2016), incluindo a EM (TURNER et al.,
2016), e em individuos em tratamento imunoterapico com
citocinas (CAPURON e DANTZER, 2003). N&o obstante, estudos
sugerem que infeccBes periféricas podem induzir o aparecimento
de TDM, assim, um achado interessante foi feito pela observacéo
de que voluntarios sadios desafiados com o LPS tiveram
intensifica¢@o na incidéncia de sintomas de TDM (DELLAGIOIA e
HANNESTAD, 2010; SLAVICH e IRWIN, 2014a). Além disso, o
comportamento tipo-depressivo pode ser observado em
roedores, quando modelos inflamatérios sdo utilizados, como
sepse e ligacdo parcial do nervo isquiatico (BRUNING et al.,
2015; HE et al., 2016), bem como através da injecéo de LPS via
intraperitoneal (ANDRE et al., 2008; MARTIN-DE-SAAVEDRA et
al., 2013). Sabe-se que duas horas ap6s a administracdo de uma
dose relativamente baixa do LPS (~0,1 mg/kg, i.p.) os niveis de
MRNA de vérias citocinas estdo aumentados no hipocampo de
camundongos, incluindo a IL-18 e a IL-6 (SKELLY et al., 2013). O
comportamento tipo-doente pode ser observado nas primeiras 6
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horas, e o comportamento tipo-depressivo apés 24 horas da
administracdo do LPS (FRENOIS et al., 2007). Neste trabalho, os
experimentos  reproduziram os resultados  publicados
previamente mostrando que a injecao de uma Unica dose de LPS
pode produzir o comportamento tipo depressivo no TNF e o
comportamento anedbnico no splash test (MARTIN-DE-
SAAVEDRA et al., 2013; FARZI et al., 2015). Ainda, no presente
estudo o efeito tipo-depressivo induzido pelo LPS foi abolido pelo
tratamento com o PPX no TNF e no splash test. Este ultimo tem
uma abordagem similar ao teste da preferéncia pela sacarose,
analisando a reducgdo da palatabilidade da solugédo de sacarose,
mas com o beneficio adicional de permitir a andlise do
autocuidado pela medida da laténcia para iniciar a autolimpeza.
O LPS induziu um aumento na laténcia para iniciar a autolimpeza
a qual foi reestabelecida pelo tratamento com o PPX.

Como demonstrado previamente, foi observado que o
tratamento por um longo periodo de tempo com o PPX, um
agonista D2R/D3R, preveniu o aparecimento de alteracbes
neurologicas e reduziu a inflamagdo no modelo da EAE em
camundongos. Os dados aqui apresentados reforcam a ideia de
que o PPX possui acdo anti-inflamatoria, uma vez que ele foi
capaz de prevenir o aumento de IL-1B e 3-NT no hipocampo.
Estes resultados sugerem fortemente que o PPX é um potente
supressor dos processos neuroinflamatérios quando utilizados
em tratamentos repetidos (FARBOOD et al, 2015a).
Corroborando com esta ideia, o PPX administrado repetidamente
por 7 dias foi efetivo em prevenir as alteragcBes comportamentais
induzidas pelo desafio com LPS, incluindo o aumento na
imobilidade no TNF, reducdo do tempo total e laténcia para
iniciar a autolimpeza no splash test. Por outro lado, este efeito
tipo-antidepressivo ndo foi observado com a administracdo de
uma Unica dose uma hora antes da exposi¢do ao LPS, sugerido
que o PPX ndo possui um efeito agudo em inibir diretamente a
resposta inflamatoria.

Interessantemente, ja foi demonstrado que o tratamento
agudo com o PPX (1-3 mg/kg, i.p.) apresentou um efeito tipo-
antidepressivo no TNF (OSTADHADI et al., 2016). Estes dados
contrastam com a ineficacia do tratamento agudo com o PPX (1
mg/kg, i.p.) em reverter o aumento no tempo de imobilidade no
TNF, o aumento na laténcia e a reducdo no tempo de
autolimpeza no splash test induzidos pelo LPS. Camundongos
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machos NMRI com 11-13 semanas de idade (OSTADHADI et al.,
2016), ou, no presente estudo, camundongos fémeas Swiss (60-
120 dias de idade) foram usados nos estudos. Assim, os
resultados conflitantes ainda necessitam de novas investigacdes
antes de uma concluséo, a qual ndo faz parte dos objetivos deste
trabalho. Além disso, foi demonstrado que o efeito agudo tipo-
antidepressivo do PPX foi abolido pelo haloperidol (0,15 mg/kg,
i.p.) e pelo tratamento com sulpirida (5 mg/kg, i.p.) (OSTADHADI
et al., 2016). Neste trabalho, o tratamento repetido (30 minutos
antes do PPX, diariamente por 7 dias) com haloperidol (0,2
mg/kg, i.p.) ou sulpirida (50 mg/kg, i.p.) foram incapazes de
reverter o efeito tipo-antidepressivo do PPX nos camundongos
tratados com LPS, sugerindo que os efeitos tipo-antidepressivos
do PPX nos camundongos desafiados com LPS ocorrem por um
mecanismo independente da ativagdo de receptores de
dopamina. Esse resultado possui suporte na abordagem
farmacoldgica na qual a ativagdo dos D2R foi incapaz de abolir o
comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS, uma vez que
a administracdo aguda ou repetida da apomorfina ndo alterou o
aumento da imobilidade induzida pelo LPS no TNF. Estes dados
sugerem que a acdo tipo-antidepressiva do PPX néo esteja
relacionada a ativacdo dos D2R. Nao obstante, mais
experimentos sao necessarios para descartar esta possibilidade.

As citocinas encontradas no SNC podem estar
aumentadas sob condi¢cbes neuroinflamatorias, as quais podem
ser relacionadas com o comportamento tipo-depressivo (POLLAK
e YIRMIYA, 2002; MAES, SONG e YIRMIYA, 2012). Embora os
niveis de IL-6 ndo estivessem aumentados 24 horas ap6s 0
tratamento com o LPS, outros (FRUHAUF et al., 2015;
HASEGAWA-ISHII et al., 2016b) mostraram que 0 aumento de
IL-6 ocorreu somente 4 horas ap6s doses mais elevadas de LPS
(0,25 e 3 mg/kg), sendo este aumento nao mais observado apos
24 horas. Apesar de nossos resultados indicarem que o
tratamento com LPS nao induz o aumento de IL-6, ndo ha como
descartar a possibilidade de que esta interleucina esteja
aumentada em outro tempo. Também é sugerido que a IL-1B é
essencial para o desenvolvimento do comportamento tipo-
depressivo em modelos de depressdo induzidos pelo estresse
cronico (KOO e DUMAN, 2008). Ainda, a administracdo i.c.v. de
IL-1B per se pode induzir o comportamento tipo-depressivo (KOO
e DUMAN, 2008). Os experimentos deste trabalho mostraram
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gue os animais tratados somente com o PPX por 7 dias tiveram
uma reducao nos niveis de IL-1B no hipocampo. Neste sentido, o
tratamento preventivo com PPX durante o desenvolvimento da
EAE também foi capaz de diminuir os niveis basais de IL-1 no
hipocampo. No modelo de EAE, o PPX, além de prevenir os
déficits neurolégicos e 0 aumento de marcadores inflamatdrios
na medula, também foi capaz de reduzir os niveis de IL-13 nos
linfonodos de camundongos nos quais foi induzido a EAE. Além
disso, 0 aumento na expressao de IL-1[3, que estava aumentado
no hipocampo de camundongos tratados 24 h antes com LPS, foi
prevenido com o tratamento repetido com PPX.

Em condicbes neuroinflamatérias, citocinas  pro-
inflamatdrias induzem a ativagéo astrocitaria (DAGINAKATTE et
al., 2008b). Ja foi demonstrada em camundongos a inducado de
astrogliose apés o desafio com LPS 0,16 e 0,63 mg/kg
(BIESMANS et al., 2013). Embora o tratamento com LPS (0,16
mg/kg) tenha dobrado a expressdo de GFAP apds 6 h, seus
valores retornaram a niveis basais apés 24 horas (BIESMANS et
al., 2013). Isso esta de acordo com os resultados obtidos, que
ndo mostraram nenhuma alteracdo no imunocontetdo de GFAP
no hipocampo de animais tratados com LPS ou PPX, com
analises sendo efetuadas 24 h apés a exposicao ao LPS. Ainda,
reforcando estes resultados, outro trabalho mostrou que o LPS
foi capaz de ativar a neuroinflamacédo sem induzir astrogliose
(O'CALLAGHAN et al., 2014).

O estresse oxidativo e nitrosativo sdo normalmente
observados no cérebro de camundongos tratados com LPS
(ABDEL-SALAM et al., 2014). O LPS (0,2 mg/kg) induziu niveis
elevados de MDA 4 horas ap0s o tratamento (ABDEL-SALAM et
al., 2014), mas nossos resultados apresentaram niveis
inalterados de adutos proteina-MDA. Interessantemente, Li et al.
(LI et al., 2015) também n&o conseguiram observar alteractes
nos niveis de MDA 24 horas ap0s a exposi¢cdo de camundongos
ao LPS.

Demonstrou-se que o PPX preveniu o aumento nos niveis
de 3-NT, um marcador da ativagao da oxido nitrico sintase (AHN
et al., 1999), induzidos pela administracdo de LPS e que estéo
normalmente associados com processos inflamatoérios. Esse
resultado esta de acordo com os achados recentes que mostram
que ha aumento nos niveis de IL-1B apdés a administracdo de
LPS, uma vez que esta citocina € conhecida por induzir a
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expressdo da iINOS em macréfagos e micréglia (KAUSHIK et al.,
2013). Além disso, ja foi demonstrado que o receptor de
glutamato NMDA participa no efeito tipo-antidepressivo do PPX
(OSTADHADI et al., 2016). Uma vez que o LPS induz a ativagéo
dos receptores NMDA, o efeito supracitado do PPX sobre estes
receptores pode estar relacionado com seu mecanismo
preventivo neste modelo. A ativacdo dos receptores NMDA
causa um aumento na producao de Oxido nitrico, sugerindo que
este pode ser um importante mecanismo de atuacdo do LPS, e
esta relacionado com a ativacdo de eventos neuroinflamatérios e
do comportamento tipo-depressivo (MILLER e RAISON, 2016).
Em conjunto, estes resultados nos permitem especular que o
efeito antidepressivo do PPX pode ser devido a sua capacidade
de contrabalancear a vias inflamatérias ativadas pelo LPS e que
levam a producédo de IL-1p e producgéo de 3-NT.

3.6. Conclusobes

No primeiro quadro experimental, os resultados parciais
obtidos corroboram e estendem o conhecimento acerca das
inter-relagcbes entre a EM com a DP, especialmente, no
imunoconteudo das proteinas parkina e a-syn no SNC, nas
diferentes fases de desenvolvimento da EAE. Ressalta-se que,
durante a progresséao do tratamento e com a indu¢éo da resposta
neuroinflamatoéria, os niveis de a-syn correlacionam-se
inversamente com aqueles da parkina e diretamente com a
expressdo de GPx. A inducdo da parkina sugere que ha um
aumento substancial da atividade proteassomal durante o
decurso temporal da EAE. Também sugerem um papel
antioxidante protetor para a GPx, nesse mesmo modelo. Assim,
acredita-se que o aumento dessas proteinas no SNC, apo6s a
inducdo da EAE, seja um mecanismo compensatério para
controlar os niveis ERO. Por fim, os nossos dados sugerem que
a ativacao dos receptores D2/D3 dopaminérgicos, durante a fase
de inducdo da EAE, bloqueia o desenvolvimento da doenca
relacionada a neuroinflamacéo e a desmielinizacdo. Também foi
possivel demosntrar que o PPX por diminuir a expanséao/ativacdo
el/ou proliferacao de linfocitos pré-encefalitogénicos, restaurou o
imunoconteldo das protéinas parquina, a-syn e GPx,
especialmente, na medula espinhal.
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JA4 no segundo quadro experimental, a administracao
periférica de LPS levou a um comportamento tipo-depressivo em
camundongos. A administracdo de PPX, um agonista de
receptores de D2R/D3R, preveniu o desenvolvimento do
comportamento tipo-depressivo no TNF, e o comportamento
anedbnico no splash test. A exposi¢ao ao LPS levou ao aumento
dos marcadores neuroinflamatérios IL-18 e 3-NT, sendo este
efeito abolido pelo tratamento repetido com o PPX. Os
antagonistas de receptores dopaminérgicos (haloperidol ou
sulpirida) foram incapazes de reverter o efeito tipo-antidepressivo
do PPX; além disso, um agonista de D2R (apomorfina) ndo teve
efeito tipo-antidepressivo em camundongos expostos ao LPS.
Embora os receptores de dopamina tenham sido associados a
uma atividade imunomodulatéria, os resultados obtidos indicam
que o efeito tipo-antidepressivo do PPX, no modelo do LPS, pode
néo estar relacionado a ativacdo dos D2R.

O PPX foi capaz de impedir o surgimento dos sintomas
induzidos pela EAE e pelo LPS. Os efeitos do PPX foram
acompanhados da reducdo de pardmetros inflamatérios,
sugerindo que este composto tenha uma agdo imunomodulatoria.
Embora estudos tenham mostrado a presenca de receptores
dopaminérgicos e a modulacdo de receptores especificos
tenham a capacidade de induzir ou inibir a inflamacao, os efeitos
do PPX no modelo do LPS n&o foram revertidos pelos
antagonistas de receptores de dopamina. Assim, é possivel que
o efeito imunomodulatério do PPX seja independente da ativacéo
de receptores dopaminérgicos. Finalmente, mais estudos séo
necessarios para determinar o0 mecanismo pelo qual o PPX inibe
a ativagdo dos eventos inflamatorios. A determinagdo desses
mecanismos poderd definir novos alvos terapéuticos e novos
compostos para tratar doencas neuroinflamatérias.
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Studies on experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) in Latin America:
a critical review and future therapeutic implications

Estudos sobre encefalomielite autoimune experimental (EAE) na América Latina:
uma revisao critica e implicacoes terapéuticas futuras

Estudios sobre la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en América Latina:
una revision critica y futuras implicaciones terapeuticas
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Abstract Experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) is the most used animal model of multiple sclerosis
(MS) for the development of new therapies. Dopamine re-
ceptors can modulate EAE and MS development, thus
highlighting the potential use of dopaminergic agonists in
the treatment of MS, which has been poorly explored.
Herein, we hypothesized that pramipexole (PPX), a dopa

D2/D3 receptor-preferring agonist commonly used to treat
Parkinson’s discase (PD). would be a suitable therapeutic drug
for EAE. Thus, we report the effects and the underlying mech-
anisms of action of PPX in the prevention of EAE. PPX (0.1
and 1 mg/kg) was administered intraperitoneally (i.p.) from
day 0 to 40 post-immunization (p.i.). Our results showed that
PPX 1 mg/kg prevented EAE development, abolishing EAE
signs by blocking necuroinflammatory response, demyelin-
ation, and astroglial activation in spinal cord. Moreover,
PPX inhibited the production of inflammatory cytokines, such
as IL-17, IL-1p, and TNF-oc in peripheral lymphoid tissue.

Rafael C. Dutra

ail.com; rafael.dutra@ufsc.br

R o

y of Autoil ity and I h logy. Campus
Ararangud, Universidade Federal de Santa Catarina, Rodovia Jorge
Lacerda, Km 35.4, Jardim das Avenidas, 88906-072, Ararangua, SC,
Brazil

Post-Graduate Program of Neuroscience, Center of Biological
Sciences, Universidade Federal de Santa Catarina,
88040-900 Floriandpolis, SC, Brazil

' D of Biock | Sciences,
Universidade Federal de Sa
88040-900 Floriandpolis, SC, Brazil

* Neurobiology Lab y of Pain and ion, D of

I"h)‘sinlogimi Sciences, Center of Biological Sciences, Universidade
Federal de Santa Catarina, 88040-900 Florianopolis. SC, Brazil

Published online: 22 January 2016

PPX was also able to restore basal levels of a number of
EAE-induced effects in spinal cord and striatum, such as re-
active oxygen species, glutathione peroxidase, parkin, and o-
synuclein (x-syn). Thus, our findings highlight the uscfulness
of PPX in preventing EAE-induced motor symptoms, possi-
bly by modulating immune cell responses, such as those found
in MS and other T helper cell-mediated inflammatory
discases.

Keywords Autoimmunity - Experimental autoimmune
encephalomyelitis - Dopamine receptor agonist - Pramipexole

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune discase as-
sociated with demyelination of the central nervous system
(CNS), being mediated by T cells, especially encephalitogenic
Th17 and Thl cells [1]. MS affects about 2.5 million people
worldwide, demyelinating the CNS, and inducing several
clinical symptoms, such as mood disorders and cognitive,
sensory, and motor impairments [2]. The average age of symp-
toms onset is approximately 20-40 years, with a prevalence of
2:1 for women/men [3]. The symptoms progress until total
disability, leading most patients to lose their jobs within
15 years afier diagnosis [3]. Besides demyelination, this dis-
ease is accompanied by other CNS alterations, including neu-
ronal, astroglial, and oligodendroglial cell death [4,5].
Interestingly enough, similar CNS changes can be observed
in experimental autc wyelitis (EAE), the
main model used to investigate potential therapeutic mole-
cules for MS [1].

It is well established that immune cells express the limiting
enzyme for dopamine synthesis, tyrosine hydroxylase, as well

encephal
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