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RESUMO

A Esclerose Mdltipla (EM) € uma doenca autoimune na qual ha uma inflamacéo crénica
no Sistema Nervoso Central (SNC). Os medicamentos utilizados no tratamento visam
diminuir a neuroinflamacé&o, podendo agir diretamente evitando a desmielinizacdo. Na
busca por novos farmacos, pesquisas realizadas em modelo experimental animal
propdem a acdo do Sildenafil® como possivel coadjuvante no tratamento da EM por
apresentar acao anti-inflamatéria no SNC. Pouco se sabe sobre as alteracdes
morfofuncionais no Sistema Nervoso Periférico (SNP), na musculatura estriada
esquelética (MEE) e na juncdo neuromuscular (JNM) durante a EM. Desta forma o
objetivo do presente estudo foi investigar, por histoquimica e imunofluorescéncia (IF), o
efeito protetor do Sildenafil® no SNP. Para tanto, camundongos C57bL6 (n=5; 4
semanas) foram imunizados segundo o modelo experimental de Encefalomielite
Autoimune (EAE), submetidos (grupo EAESC) ou ndo (grupo EAE) a injecéo
intraperitoneal de 0,2mL de Sildenafil® (25mg/kg em 2mL de salina 0,9%). Animais
naive constituiram o grupo N e animais tratados apenas com Sildenafil ® constituiram o
grupo SC. A microscopia o6ptica (HE; TM) ndo foram observadas alteracées
morfolégicas, fibrose ou infiltrado inflamatério em todos os grupos estudados. Foram
observados edema e expressdo de TNFa na regido do perimisio dos musculos
gastrocnémios dos animais dos grupos SC, EAE e EAESC. A expressdo de F4/80 foi
positiva apenas nos grupos EAE e EAESC. A IF para a proteina S100 foi intensamente
positiva para o grupo N e SC, negativa para EAE e fracamente positiva para EAESC. Ja
a marcacdo para as proteinas da JNM (sinaptofisina, sinaptobrevina e sintaxina) foi
positiva para todos os grupos, com visivel diminuicdo na marcacao da proteina SNAP25
nos grupos EAE e EAESC. A marcacao para o receptor de acetilcolina, na membrana
pos-sinaptica (via aBgTx) foi positiva em todos os grupos. Os resultados indicaram que
houve neuroinflamacdo do SNP, com alteracdo da mielinizacdo e de parte do aparato
necessario a exocitose de acetilcolina, no modelo EAE. O Sildenafil® apresentou acéo

protetora evitando a neuroinflamacéo e a desmielinizacéo.

Palavras chave: neuroinflamacédo, Células de Schwann, Viagra, imunofluorescéncia,

juncao neuromuscular.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease characterized by chronic inflammation
of the Central Nerve System (CNS). The drugs used for treatment aim to reduce
neuroinflammation and can directly prevent demyelination. Seeking for new drugs,
researches using experimental animal model suggested that Sildenafil® could possibly
be an adjuvant in the treatment of MS because of its anti-inflammatory activity in the
CNS. Few is known about the morphological changes of the peripheral nerve system
(PNS), skeletal muscles (SM) and neuromuscular junction (NMJ) in MS. For these
reasons, the objective of this study was to investigate, by histochemistry and
immunofluorescence (IF), the protective effect of Sildenafil® into the PNS. Therefore,
C57BL6 mice (n = 5; 4 weeks) were immunized according to the experimental model of
autoimmune encephalomyelitis (EAE), submitted (Group EAESC) or not (Group EAE) to
intraperitoneal injection of 0.2 mL of Sildenafil® (25 mg/kg in 2 mL saline 0.9 %). Naive
animals were used for control group (N) and animals treated only with Sildenafil®
constituted the group SC. Light microscopy analysis (HE and TM) showed that
morphological changes, as fibrosis and inflammatory infiltrate, were absent in all groups.
Edema and TNFa expression were observed into the perimysium of gastrocnemius
muscles of SC, EAE and EAESC animals. The expression of F4/80 was positive only for
EAE and EAESC groups. IF of S100 protein was highly intense for N and SC animals,
negative for EAE and weakly intense for EAESC groups. Regarding the proteins of the
NMJ (synaptophysin, synaptobrevin and syntaxin) the immunoreaction was positive for
all groups, with visible decrease in marking of SNAP25 protein of EAE and EAESC
groups. Considering acetylcholine receptor in the postsynaptic membrane (aBgTx), the
reaction was positive for all groups. The results showed, for EAE model,
neuroinflammation and demyelination of the PNS, with changes in part of the exocytosis
apparatus. The Sildenafil® displayed a protective effect avoiding neuroinflammation and

demyelination.

Keywords: neuroinflammation, Schwann cells, Viagra, immunofluorescence,

neuromuscular junction.
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HTLV-1 - virus linfotropico da célula humana tipo 1
HTLV-2 - virus linfotrépico da célula humana tipo 2
HVH-6 - virus humano de herpes tipo 6
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IFNy - Interferon gama

IFNB - Interferon Beta
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IL - interleucina

IL-1 - interleucina 1

IL-7 - interleucina 7

IL-2 - interleucina 2
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LCE - Liquido Cerebroespinal
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PT - Toxina Pertussis
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RNM - Ressonancia Nuclear Magnética



S100 - proteina S100

SNAP25 - proteina sinaptossomal associada com 25 KDa
SNARE - Soluble NSF Attachment Receptor

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

TAC - Tomografia Axial Computadorizada

TACT - Transplante Autdlogo de Células Tronco

TCR - complexo receptor de antigeno de células T

TM - Tricrémico de Masson
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t-SNARE - Target SNARE
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Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Prevaléncia mundial de esclerose multipla por 100 mil habitantes.

(Fonte: Editoria de arte/folhapress)

Figura 2: A) Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) mostrando
acometimento periventricular (seta). (Fonte: mriifsc.usp.br) B) Peca
anatbmica mostrando lesdo na substancia branca (seta). (Fonte:

anatpat.uincamp.br)

Figura 3: Quadro de efeitos gerais do Sildenafil®. (Fonte: Versatile effects of

Sildenafil: recent pharmacological applications. Subramaniam et al., 2007)

Figura 4: Esquema ilustrativo de uma juncdo neuromuscular, indicando a
area de sinapse. (Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-

humano-sistema-nervoso/imagens/sinaps16.jpg)

Figura 5: Representacao esquematica do complexo SNARE, sinaptobrevina
(VAMP), sintaxina (syntaxin) e SNAP25. (Fonte:
trafegandointracel.blogspot.com 1186x1286)

Figura 6: Grafico com os dados do score clinico dos animais submetidos a

imunizacdo por MOG35-55; tratados ou ndo com Sildenafil®

Figura 7: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos,
submetidos a técnica Hematoxilina-Eosina, para 0s grupos: naive (A),
Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Fibras musculares com morfologia
preservada (formato hexagonal), miofilamentos dispostos de forma
homogénea por todo o sarcoplasma, nucleos periféricos (seta). Observar
edema tecidual na regido de perimisio (*) nos grupos Sildenafil, EAE e
EAESC (B-D), sem infiltrado inflamatério. Aumento: 400x.

xii

9

12

16

18

20

23

26


http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-humano-sistema-nervoso/imagens/sinaps16.jpg
http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-humano-sistema-nervoso/imagens/sinaps16.jpg

Figura 8: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos,
submetidos a técnica Tricrbmico de Masson, para 0S grupos: naive (A),
Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Fibras musculares com morfologia
preservada (formato hexagonal), miofilamentos dispostos de forma
homogénea por todo o sarcoplasma, nucleos periféricos (seta). Ndo foi
observado fibrose e infiltrado inflamatério em nenhum dos grupos

experimentais. Aumento: 400x.

Figura 9: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos,
submetidos a imunofluorescéncia para marcacdo da citocina TNFa, para os
grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Observar
imunomarcacao positiva nos grupos Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D) na
regido de endomisio e perimisio, evidenciando a expressdo desta citocina
pelas células residentes do tecido conjuntivo (*). Nao h& expresséo de TNFa
pelas fibras musculares em nenhum dos grupos experimentais. Aumento:
400x.

Figura 10: Cortes histoldgicos dos musculos gastrocnémios de
camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcacdo da proteina
F4/80, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D).
Observar imunomarcagédo positiva nos grupos EAE (C) e EAESC (D),
evidenciando a presenca de macrofagos (*) no tecido conjuntivo. Aumento:
400x.

Figura 11: Cortes histologicos de nervos (quadros) associados aos
musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a imunofluorescéncia
para marcacdo da proteina S100, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B),
EAE (C) e EAESC (D). Observar imunomarcacao fortemente positiva nos
grupos naive (A) e Sildenafil (B). Ndo ha marcagao para o grupo EAE (C),
poréem a marcagdo € fracamente observada no grupo EAESC (D),

xiii

27

28

29

30



evidenciando a possiveis alteracdes nas Células de Schwann. a — arteriola; v

— vénula. Aumento: Aumento: 100x.

Figura 12: Cortes histologicos de musculos gastrocnémios de
camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcagédo da proteina
sinaptofisina (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos naive (A, B),
Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos
receptores para acetilcolina preservados na membrana pds-sinaptica
(sarcolema) da juncdo neuromuscular (FITC). Observar imunomarcacao

positiva da sinaptofisina para todos os grupos. Aumento: 400x.

Figura 13: Cortes histologicos de musculos gastrocnémios de
camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcagéo da proteina
sinaptobrevina (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos naive (A, B),
Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos
receptores para acetilcolina preservados na membrana pdés-sinaptica
(sarcolema) da juncdo neuromuscular (TRITC). Observar imunomarcagao
positiva da sinaptobrevina para todos os grupos. Aumento: 400x.

Figura 14: Cortes histologicos de musculos gastrocnémios de
camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcacdo da proteina
SNAP25 (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos naive (A, B),
Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos
receptores para acetilcolina preservados na membrana pds-sinaptica
(sarcolema) da junc&o neuromuscular (TRITC). Observar imunomarcacao da
SNAP25 fortemente positiva no grupo naive (A), moderadamente positiva no
grupo Sildenafil (C) e fracamente positiva para os grupos EAE (E) e EAESC
(G). Aumento: 400x.

Figura 15: Cortes histologicos de musculos gastrocnémios de

camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcacéo da proteina

Xiv

31

32

33

34



sintaxina (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos naive (A, B),
Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos
receptores para acetilcolina preservados na membrana pds-sinaptica
(sarcolema) da juncé&o neuromuscular (TRITC). Observar imunomarcacao da

sintaxina positiva para todos os grupos. Aumento: 400x.

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Lista de anticorpos.

Tabela 2: Sumario de Resultados.

XVi

21

35



SUMARIO

1. Introducéo
2. Reviséo de Literatura
2.1. Historico
2.2. Etiopatologia
2.3. Epidemiologia
2.4. Manifestacoes Clinicas
2.5. Diagnostico
2.6. Tratamento
2.7. Sildenafil®
2.8. Sistema Nervoso Periférico
3. Objetivos
4. Material e Métodos
4.1. Reagentes
4.2. Animais
4.3. Protocolos de inducdo da EM
4.4. Protocolo de tratamento com Sildenafil®
4.5. Histopatologia
4.5.1. Histoquimica — HE
4.5.2. Histoquimica — Tricrémico de Masson (TM)
4.5.3. Imunofluorescéncia (IF)
5. Resultados
6. Discusséo
7. Concluséo

8. Referéncias Bibliograficas

XVii



1. INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca multifatorial, inflamatéria, crénica, do
Sistema Nervoso Central (SNC) de natureza autoimune, que acomete principalmente
jovens entre 20 e 40 anos de idade, sendo mais frequentes nas mulheres, sugerindo
uma possivel acdo dos horménios femininos (Sospedra e Martin, 2005). O primeiro
relato de caso foi registrado no século XIV e incluiu sintomas e dados de necropsias
gue mostraram lesdes no SNC em forma de placas, fatos estes que teriam dado origem
ao termo esclerose em placas ou EM. Tais lesdes resultam da resposta imunoldgica
aos componentes da bainha de mielina presente nos oligodendrocitos (Kumar et al.,
2005).

Os nervos Opticos, a substancia branca periventricular e a medula espinal sao as
areas do SNC em que mais se encontram lesdes (Goldman e Aussiello, 2005).
Segundo a literatura atual, os nervos periféricos ndo sdo afetados, provavelmente,
porque a reacdo imunitaria que danifica as células gliais seja especifica para os
antigenos dos oligodendrécitos e ndo para as Células de Schwann (Junqueira e
Carneiro, 2013; Guyton e Hall, 2011).

Embora seja uma doenca predominante da substancia branca, as lesbes podem
ocorrer em todo o parénquima do SNC, incluindo a substancia cinzenta. Estudos
utilizando imagem de ressonancia nuclear magnética (RNM) mostram inflamacéo e
neurodegeneracdo na substancia cinzenta, com infiltrados inflamatorios perivasculares
muito semelhantes aos observados na substancia branca (Lucchinetti et al., 2011).

No inicio da doenca, os mecanismos de neuroplasticidade contribuem para a
recuperacdo completa ou parcial dos sintomas, como por exemplo, fragueza nos
membros inferiores, distUrbios sensoriais, neurite Otica, diplopia e ataxia. Entretanto,
durante o curso da doenca, as areas repetidamente afetadas desenvolvem alteracbes
patolégicas permanentes e a grande maioria dos pacientes evolui para um quadro de
piora progressiva das fung¢bes neurolégicas, com importante grau de incapacidade;

disfuncéo urinéria, fadiga, fraqueza, dor, vertigem e espasmos, déficits cognitivos, como



perda de memoria, déficit de atencdo, dificuldade em solucionar problemas e lentidao
de raciocinio (Moseman et al., 2004).

Sao poucos os estudos no Brasil sobre a prevaléncia da EM. Dados de 2001
indicam que na cidade de S&o Paulo a doenca acomete 15 em cada 100.000
habitantes. Tais casos vém crescendo a cada ano, talvez pelo aumento da doenca na
populacdo ou melhora no diagnéstico (Callegaro et al., 2001). A maior prevaléncia de
EM se da nos Estados Unidos e em alguns paises da Europa, nos quais sao relatados
mais de 100 casos a cada 100.000 habitantes (Kenealy et al., 2003).

No Brasil é a portaria n°® 1323 de 2013 do Ministério da Saude que aprova o
protocolo clinico de diretrizes terapéuticas da EM e o tratamento se baseia em ensaios
clinicos da década de 1990. Entretanto, jA existem estudos que prople diferentes
tratamentos. O Interferon-beta (IFNB) € o farmaco de referéncia no tratamento da EM
(Kraus e Oschmann, 2006). Outro farmaco, o acetato de glatiramer, demonstra eficacia
em 34% dos casos e 34,7% de reducdo de novas lesGes e € indicado nos casos de
Esclerose Multipla Remitente Recorrente (EMRR) refratarios ao IFNB. Se apdés a troca
de medicamento persistirem 0s surtos e a progressdo da doenca, recomenda-se 0
natalizumabe (Kraus e Oschmann, 2006).

Mesmo que 0s mecanismos imunoldgicos e inflamatérios da EM estejam
elucidados, o uso de imunossupressores, que € uma das op¢des de tratamento, ndo
apresenta sucesso clinico satisfatorio (Nunes et al., 2012). Tais aspectos tém
influenciado a busca por novos farmacos. Neste sentido o Sildenafil® vem sendo
estudado e se mostra como uma nova opcao terapéutica.

O Sildenafil® atua como um inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase tipo 5
(PDE5). A PDE5 degrada o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) que atua como
segundo mensageiro, ativando proteinas cinases. As vias do GMPc, dentre elas a do
oxido nitrico (NO), protegem os oligodendrdécitos e modulam as reagdes dos astrocitos e
da microglia. Logo, a inibicao seletiva do PDES5 aumenta os niveis de GMPc no cérebro,
modulando a neuroinflamacdo e protegendo os oligodendrécitos dos eventos
autoimunes (Ballard et al., 1996).

Modelos experimentais, como a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)
em camundongos, tém sido propostos para melhor entendimento da EM. No modelo

2



EAE os animais sdo imunizados com, uma glicoproteina da mielina de oligodendrdcitos
(MOG), e com a toxina Pertussis (PT), isolada da bactéria Bordetella pertussis, que é
um pequeno cocobacilo Gram-negativo causador da tosse convulsiva, em adjuvante de
Freund (Bernard e Carnegie, 1975). Ap6s 10 dias de imunizacdo, esses animais
apresentam perda de tbnus da cauda, seguido de paralisia das patas traseiras e
posteriormente das patas dianteiras. Normalmente, apos 2 ou 3 dias do pico da doenca
0S sintomas sdo amenizados e oscilam como na forma de surto remissao,
indefinidamente (Bernard e Carnegie, 1975).

O modelo EAE é adequado para o estudo da esclerose multipla por apresentar
um fenodtipo parecido a doenga em humanos, além da resposta autoimune contra
antigenos de mielina no SNC, considerado, hoje, o principal mecanismo envolvido no
inicio e progressao da EM (Glass et al., 2010).

Considerando a problematica da doenca e visando seu melhor entendimento,
principalmente no que tange ao SNP, o presente projeto pretendeu, através das
técnicas de histoquimica e imunofluorescéncia, caracterizar a musculatura estriada
esquelética e nervos em modelo EAE e avaliar o efeito protetor do Sildenafil® também
no SNP.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

O primeiro registro clinico de EM se deu na Holanda e refere-se a Santa Lidwina
de Schiedam (1380-1433). Textos historicos revelam que ela era portadora de uma
doenca debilitante com caracteristicas compativeis com a EM. A doenca da Santa
Lidwina comecou aos 16 anos, apos ter sofrido uma queda enquanto patinava, quando
passou a ter dificuldade em andar, cefaleias e odontalgias violentas. Aos 19 anos,
ambas as pernas estavam paralisadas e sua visao diminuida. Durante os 34 anos
seguintes a sua condi¢do piorou lentamente, apesar de alguns periodos de remissao,

até falecer aos 53 anos de idade (Medaer, 1979).



Cinco séculos se passaram até Jean-Martin Charcot, um eminente neurologista
Francés do século XIX, estabelecer rela¢des entre as alteracdes patoldgicas, vistas nas
amostras post-mortem, com que o hoje se sabe ser consequéncia da EM (McDonald,
1993).

A primeira demonstracdo patoldgica foi descrita, pelos médicos europeus Robert
Carswell e Jean Cruveilhier, como a presenga de “placas marrons na face anterior da

medula espinal” (Carswell, 1838;Cruveilhier, 1891).

Enquanto Carswell e Cruveilhier fundamentaram suas observacdes em
necropsias, Friedrich Theodor Von Frerichs, na Alemanha, foi quem primeiro
correlacionou as lesGes patoldgicas aos achados clinicos. Em 1849, Von Frerichs
publicou um relato muito parecido com os conceitos atuais da EM, enfatizando que a
doenca ocorria mais comumente em individuos jovens, com progressado lenta,
inicialmente em um lado do corpo e, as vezes, com recorréncias. Subsequentemente,
seu discipulo Valentiner, em 1856, descreveu dois casos com evolucdo em surtos e

remissdes e presenca de sintomas cognitivos (Moreira et al., 2002b).

Carl Rokitansky, em 1857, descreveu que as “placas” poderiam representar
proliferacdo de tecido conjuntivo na medula espinal, ponte e bulbo, produzindo
paraparesia progressiva. Eduard Rindfleisch, em 1863, foi o primeiro a enfocar as
alteracBes perivasculares, influenciando assim as futuras idéias sobre a patogénese da
doenca (Moreira et al., 2002b).

No entanto a desmielinizacdo e a astrocitose foram primeiramente descritas por
Fromann em 1864 (Moreira et al., 2002a). O termo “esclerose em placas” foi introduzido
por Edmé Félix Alfred Vulpian em 1866 (Vulpian, 1866). Em 1868, Charcot, baseado
novamente em relato de caso de necropsia, relatou que a “esclerose em placas’
apresentava lesfes disseminadas no tempo e espaco, com manifestacdes clinicas,
como tremor, fraqueza e dificuldade em andar, com periodos de quadro agudo e
remissao; envolvimento da mielina principalmente na regido periventricular, nervo 6ptico

e medula espinal (Charcot, 1868).



Na América Latina, o primeiro registro da doenca foi feito em 1923 pelo brasileiro
Aluizio Marques (Marques, 1923). O paciente apresentava a forma classica de Charcot,
caracterizada por paralisia espastica, tremor, dificuldade na fala, movimentos rapidos e
incontrolaveis nos olhos. Também pioneiro no estudo da EM, Anténio Austregésilo foi
um dos maiores pesquisadores sobre a doenca. Em 1926 publicou o primeiro estudo
neuropatolégico da América Latina (Autregésilo e Costa Rodrigues, 1926).

2.2. Etiopatologia

Na etiologia da EM uma longa lista de agentes virais vem sendo implicada, com
base, principalmente, em casos isolados, porém nunca confirmados pela literatura
cientifica. Nela incluem-se o virus da raiva, herpes simples, virus parainfluenzal, virus
do sarampo, citomegalovirus e corna virus. Posteriormente a suspeita recaiu sobre
retrovirus como o HTLV-1, HTLV-2 e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
afastada por estudos subsequentes. Na atualidade o herpes virus humano tipo seis
(HVH-6) tem sido apontado como possivel agente desencadeador da doenca (Moreira
et al., 2002b). Alguns estudos mostram que o virus Epstein-Barr desempenharia um
papel na etiologia da EM, contudo os trabalhos epidemiol6gicos ndo sdo conclusivos,
em parte pela alta prevaléncia de infeccdes prévias em individuos sem EM (Moreira et
al., 2002b).

O conceito de EM como doencga autoimune foi estabelecido em 1935 por Rivers
e Schwentker, através da producéo da inducdo da encefalomielite autoimune (EAE) por

inoculacao de tecido neural em macacos (Compston, 1999).

A EM é uma doencga causada pela degeneracdo da camada lipidica que envolve
0s axbnios do SNC, em decorréncia da acdo do sistema imune que produzird
anticorpos contra as células gliais, responsaveis pela produgdo da bainha de mielina
(Contran et al., 2000). A auséncia da bainha de mielina leva a degeneracdo dos
neurdnios e a perda de funcdo (Junqueira e Carneiro, 2013; Guyton e Hall, 2011). Os
nervos opticos, a substancia branca periventricular e a medula espinal e cervical sdo as
areas em que mais se encontram estas lesdes (Goldman e Aussielo, 2005).
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Segundo a literatura atual, os nervos periféricos nado sao afetados,
provavelmente porque a reacdo imunitaria que danifica os oligodendrécitos seja
especifica, ndo afetando as Células de Schwann que s&o responsaveis pela
mielinizacdo no SNP (Junqueira e Carneiro, 2013; Guyton e Hall, 2011) Tilbery e
colaboradores (2000) observaram, em pacientes, ramos terminais do nervo motor com
poucos nucleos de Células de Schwann e degeneracdo axoplasmatica em &reas de
atrofia muscular, com comprometimento da musculatura estriada esquelética.

A acdo Iimunolégica sobre as células nervosas promove, além da
desmielinizacdo, lesdo axonal inflamatéria. O processo imunopatoldgico é caracterizado
pela infiltracdo perivascular de linfocitos e mondcitos, com expressédo das moléculas do
complexo de histocompatibilidade (MCH) classe Il nas lesGes. Essa infiltracdo se da
através da ruptura da barreira hematoencefalica. Ha liberacdo de quimiocinas, linfocinas
e monocinas, mesmo na auséncia de um processo inflamatério. Sdo verificadas
também anormalidades imunolégicas no sangue e liquido cerebrospinal, como ativacdo

humoral imune e alta frequéncia de linfocitos ativados (Goldman e Aussielo, 2005).

As infecgBes por virus e bactérias também podem estar relacionadas com a
patogénese, como infeccdes pelo VEB, HVH-6 e pela bactéria Chamydia pneumoniae
(Sriram et al., 2003).

Em individuos com susceptibilidade genética uma infeccédo viral no SNC pode
levar um grande numero de linfocitos T a atravessar a barreira hematoencefalica. Estes
linfécitos destruirdo o virus e, erroneamente, a mielina, por antigenos apresentados
pelas células gliais danificadas ou pela micréglia. Tal morte celular leva a liberacdo de
mais proteinas da mielina e aumento da leséo, até que o sistema imunitario iniba os
linfécitos agressores temporariamente, levando a remissdo (Tortora e Grabowski,
2002).

Estudos genéticos tém sido realizados em alelos que apresentam relevancia
bioldgica para a doencga, sendo os genes candidatos aqueles que codificam o antigeno
leucocitario humano (HLA), imunoglobulinas, citocinas e seus receptores, quimiocinas,
complexo receptor de antigeno de células tronco (CRT), e antigenos da mielina. O alelo

HLA-DRB1*1501 esté fortemente associado (16-60%) & EM na populagédo caucasoide.
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Dentre outros alelos de genes que tém sido associados a EM estdo os fatores de
crescimento, proteina tipo 4 associada a linfécito citotoxico (CTLA-4),fator de necrose

tumoral (TNF), CD58 e receptores de interleucinas 17 e 2 (Svejgaard et al., 2008).

Acredita-se que, além de fatores genéticos, fatores ambientais, como a falta de
exposicdo solar, também estdo relacionados a doencga. Nos ultimos anos a deficiéncia
de vitamina D tem sido associada ao desenvolvimento da EM uma vez que, apos ser
catabolizada, atua em linfocitos B, T e células dendriticas, através da ligacdo ao seu
receptor VDR (Young, 2011; Milo e Kahana, 2010; Jelinek e Hassed, 2007).

Em nivel macroscépico, as lesbes aparecem como placas mudltiplas, bem
circunscritas, deprimidas, vitreas, cinzentas e de forma irregular, sendo divididas em
placas ativas e inativas. Na placa ativa, verifica-se microscopicamente a degradacédo

ativa da mielina, com abundantes macréfagos contendo residuos ricos em lipideos.

As células inflamatdrias estdo presentes como aglomerados perivasculares, 0s
axonios relativamente preservados e os oligodendrdcitos depletados. Na placa inativa,
h& pouca ou nenhuma mielina. Apds os eventos iniciais, 0os oligodendrdcitos imaturos
tentam remielinizar os axénios. No entanto, esse processo é incompleto. Percebe-se
uma diminuicdo dos nucleos dos oligodendrdcitos, proliferacdo astrocitica e gliose
(Kumar et al., 2011).

A EMRR é caracterizada por surtos de inicio subito, mas de curta duracao,
seguidos por recuperacdo completa ou parcial, com sequelas minimas. Ndo ha
progressao da doenca fora dos periodos de surtos e o paciente pode ficar meses ou
anos sem sinais da EM. A EMRR é responséavel por 85 a 90% dos casos iniciais. No
entanto, a maioria dos pacientes com EMRR que ndo se trata ira eventualmente entrar
numa fase progressiva da doenca, chamada Esclerose Multipla Secundaria Progressiva
(EMSP) (Fox et al., 2006; Pedrosa et al., 2010).

A EMSP ocorre quando ha agravamento da forma EMRR, geralmente 15 a 20
anos apos o inicio da doenca. Nesta forma, as crises se tornam mais frequentes e as
sequelas comecam a se acumular e evoluir com piora dos sintomas mesmo, sem haver

crises agudas (Fox et al., 2006; Pedrosa et al., 2010).



J& a Esclerose Multipla Primaria Progressiva (EMPP) acomete cerca de 10% dos
casos e € caracterizada pela progresséo rapida da doenca desde o inicio. O paciente
pode n&o ter surtos, mas vai acumulando sintomas e sequelas. E muito comum em
pacientes que desenvolvem EM apds os 40 anos (Fox et al., 2006; Pedrosa et al.,
2010).

Aproximadamente 85% dos pacientes apresentam a forma surto/remissdo da
doenca, sendo que 15% dos pacientes apresentam a forma primaria progressiva. Os
surtos estdo associados com o desenvolvimento de novas lesdes focais identificadas
por ressonancia magnética nuclear. Apds + 15 anos do diagnostico, a maioria dos
pacientes evolui para a forma secundaria progressiva. A fase de surto e remissao é
caracterizada por importante resposta inflamatéria, embora se observe
neurodegeneracdo. Na fase secundaria progressiva pouca inflamacéo é observada com
uma extensa neurodegeneracgéo (Cella et al.,1999).

2.3. Epidemiologia

A EM é considerada uma doenca de adultos jovens entre 20 e 40 anos de idade,
predominante em individuos de cor branca e do sexo feminino (2:1). Estima-se que
aproximadamente 300 a 350 mil pessoas sao portadoras de EM nos Estados Unidos e
2,5 milhdes de pessoas sdo afetadas em todo o mundo (Fox et al., 2006). A incidéncia
na Europa também é alta, porém é baixa na América do Sul. No Brasil, na regiao
Nordeste, a prevaléncia € de 10 casos por 100.000 habitantes (Ferreira et al., 2010) e
na regido Sudeste (dados de S&o Paulo, Santos, Belo Horizonte, Uberaba, Botucatu e
Sorocaba) essa prevaléncia aumenta para 12 a 18 por 100.000 habitantes (Callegaro et
al., 2001) (Figura 1).

Um estudo realizado na Clinica Neurologica da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo registrou 302 casos de EM durante 1980 a
1997. Nestes casos, constatou-se que a idade média dos pacientes foi de 37,7 anos, e

0 inicio da doenca foi em média aos 29,6 anos. Com relacdo a etnia, verificou-se que



283 pacientes eram brancos (94%), 15 negros (5%) e 4 amarelos (1%). A doenca
apresentou-se, em 50% dos casos, na forma secundaria e 50% na forma primariamente
progressiva. Os sintomas iniciais mais comuns foram sensitivos (31,7%) e Opticos
(26,8%) (Moreira et al., 2002a).
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Figura 1: Prevaléncia mundial de esclerose mudltipla por 100 mil habitantes. (Fonte: Editoria de

arte/folhapress)

2.4. Manifestacdes Clinicas

O quadro clinico de EM depende, principalmente, da regido do SNC afetada e é
extremamente varidvel. Nos mais jovens, a doenca pode ter inicio agudo e subagudo,
comprometendo 0s nervos oOpticos, tratos piramidais, medula, cerebelo, sistema
vestibular central ou fasciculo longitudinal medial (Bradley et al., 2014). Nos individuos

mais velhos, inicia-se com uma mielopatia progressiva insidiosa associada a disturbios
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de marcha e comprometimento da bexiga urinaria (Compston e Coles, 2008; Pavan et
al., 2007). Apesar da multiplicidade de manifestagdes clinicas, os doentes apresentam,
frequentemente, sintomas que indicam envolvimento dos sistemas motor, sensorial

visual (Compston e Coles, 2008).

Estudos eletromiograficos/eletrofisiolégicos de pacientes portadores de EM

revelaram denervacao periférica (Tilbery, 2005; Petajan, 1982).

As manifestagbes mais comuns incluem fadiga (40%), neurite 6tica (22%),
parestesia (21%), diplopia (12%), disfuncao vesical (5%) e vertigem (5%) (Coles e
Compston, 2008). Outras manifestacfes podem estar presentes, como déficit cognitivo,
marcha atéaxica, oftalmoplegia internuclear, espasticidade e depressao. Ha relatos em
que pacientes portadores de EM desenvolveram severa fraqueza no diafragma e
consequente insuficiéncia respiratoria (Pavan et al.,, 2007). O sinal de Lhermittee
(sensacao de choques que percorrem a coluna cervical com irradiacdo para membros
superiores e inferiores quando se realiza flexdo da coluna cervical) e o fenbmeno de
Uhthoff (alteracdo na conducdo nervosa decorrente ao aumento de temperatura
verificada como escurecimento temporario da visdo) correspondem a manifestacdes
frequentes na EM. O calor intensifica os sintomas decorrentes das inflamacdes,
podendo gerar um quadro de mal-estar generalizado e instabilidade (Compston e
Coles, 2008).

Na EM, casos de morte como consequéncia direta da doenca sao raros. A causa
mais comum de morte € uma broncopneumonia, ap6s aspiracdo ou insuficiéncia
respiratéria (Miller, 2002). Outras causas incluem insuficiéncia cardiaca, afeccdes
malignas, septicemia (Ulceras de decubito, infec¢bes urinarias) e suicidio. Nas ultimas
décadas a sobrevivéncia média aumentou de 25 para 35 anos apOs 0 inicio,
provavelmente em consequiéncia do melhor tratamento das infec¢bes e das Ulceras de

cubito (O’Sullivan et al., 2004).
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2.5. Diagndstico

Verifica-se na literatura que o0s sinais e sintomas da EM variam
consideravelmente em intensidade e duracdo podendo se desenvolver rapidamente ao
longo de periodos de horas, meses ou anos (Almeida et al., 2007; Grisante e Stanich,
2006; O’Sullivan et al., 2004; Callegaro et al., 2001). De acordo com O’Sullivan e
colaboradores (2004) os principais sinais/sintomas da doenca sao relacionados

principalmente com a perda de uma fung¢ao sensitiva ou motora.

Por varias décadas, o diagndstico da EM foi baseado na histéria clinica e nos
achados de exame fisico, porém com o desenvolvimento tecnoldgico de métodos ja
existentes, como a imagem por ressonancia magnética, o teste de potencial evocado,
gue consiste na avaliacdo da resposta do organismo a pequenos choques elétricos que
estimulam os nervos Opticos ou musculos, e a pesquisa das bandas oligoclonais no
liquido cerebrospinal (LCE), foi possivel melhorar a sensibilidade no diagnéstico da
doenca. Entretanto, a falta de conhecimento preciso dos mecanismos fisiopatologicos, a
auséncia de achados clinicos especificos, a presenca de sinais e sintomas variados € 0
extenso diagnostico diferencial envolvido ainda dificultam, muitas vezes, o diagnéstico

preciso da doenca (Ferreira et al., 2004).

Segundo O’Sullivan (1993), o diagnostico da EM baseia-se nos achados clinicos,
evidéncias historicas (anamnese) e testes laboratoriais auxiliares. Os critérios clinicos
utilizados incluem sinais multiplos de disfun¢éo neurolégica ocorrentes em mais de uma
ocasiao e em mais de um lugar e que ndao podem ser atribuidos a outras causas. Ja 0s
testes laboratoriais incluem: puncéo lombar e andlise do Liquido cerebrospinal (LCE),
para observar alteragfes tipicas em pacientes com EM com uma leve elevacdo nas
proteinas e/ou linfécitos, além de uma elevacdo no nivel de imunoglobulina G (IgG)
acima dos valores normais; Tomografia Axial Computadorizada (TAC), para deteccéo

de lesBes multiplas e durante as exacerbacdes agudas (Tilbery, 2005).

A imagem por Ressonancia Magnética (RM), como mostra a (Figura 2), também
tem sido utilizada no diagndstico das lesGes de EM sendo aparentemente mais sensivel

que a TAC na deteccao de pequenas placas. Testes eletrofisiolégicos também sdo uteis
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para avaliar a presenca de lesdes, confirmadas por potenciais evocados visuais,
auditivos e somatossensoriais. A velocidade de transmissdo do impulso nervoso é
medida e comparada com as velocidades normais e um tempo de conducéo diminuido

€ evidéncia de desmielinizagéo (Tilbery, 2005).

Andlise do hemograma de pacientes revela alteracbes na distribuicdo de
linfécitos T e B, particularmente durante as exacerba¢des agudas. Relatos de aumento
de linfocitos T ativados no sangue periférico demonstram uma ativacdo imune anormal
ocorrente fora do SNC (Tilbery, 2005).

No Brasil, a portaria n°® 1323 de 2013, do Ministério da Saude, que aprova o
protocolo clinico de diretrizes terapéuticas da EM, preconiza que o diagndstico seja feito
com base nos Critérios de McDonald revisados e adaptados. Estes critérios utilizam
como dados a ocorréncia de surtos e lesbes caracteristicas de desmielinizacao
demonstradas através de RM do encéfalo. Devem ainda ser realizados alguns exames
laboratoriais como o exame do LCE, exame anti-HIV e dosagem sérica de vitamina B12
para excluir outras doencas de apresentacdo semelhante a EM. O potencial evocado
visual é exigido quando h& davida a respeito do comprometimento do nervo 6éptico
(Chaves et al., 2008).

Figura 2: A) Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) mostrando acometimento periventricular (seta).
(Fonte: mri.ifsc.usp.br). B) Peca anatdbmica mostrando lesdo na substancia branca (seta). (Fonte:
anatpat.uincamp.br)
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2.6. Tratamento

Atualmente, a EM vem sendo tratada com drogas imunossupressoras e
imunomoduladoras que, respectivamente, reduzem e modulam as respostas imunes,
interferindo assim na evolucdo da doenca, com efeitos colaterais transitérios e
passageiros (Tilbery e Peter, 2005). Entre elas estdo os interferons (Avonex®, Rebif® e
Betaferon®) e o acetato de glatiramer (Copaxone®) (Mohr et al., 2004). O’Sullivan (1993)
destaca que 0s imunossupressores como a azatioprina, a ciclofosfamida e a lomustina
também vém sendo utilizados. No entanto, se o0 uso destas drogas for interrompido, um
aumento na taxa de recidivas é verificado, o que acabou limitando o seu uso (Thomson
et al., 1994).

Um estudo realizado em 2002 utilizando o Betaferon® incluiu 372 pacientes
portadores de EMRR que apresentaram pelo menos dois surtos nos 2 anos que
antecederam a pesquisa. Apos dois anos de seguimento, o tratamento com altas doses
de Betaferon® reduziu a taxa anual de surtos e a severidade dos sintomas quando
comparados com o placebo (Moreira et al., 2002a), evidenciando sua eficacia em
reduzir 0s surtos e o surgimento das lesdes visualizadas nos exames de ressonancia

magnética (Pedrosa et al., 2010).

Apesar dos avancos clinicos, os mecanismos de acdo pelos quais o Betaferon®
exerce seu efeito terapéutico na EM ainda néo estdo totalmente compreendidos. Além
de possuir propriedades antivirais, este farmaco apresenta uma complexa atividade
imunomoduladora, diminuindo as citocinas proé-inflamatérias como IL-12 e aumentando

as citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 (Pedrosa, 2010).

O tratamento da primeira manifestacdo da doenca ou de um novo surto também
é realizado com o uso endovenoso de corticoides em altas doses. A metilprednisolona
endovenosa é administrada na dose de 500 a 1000 mg/dia durante 3 a 5 dias, seguida
pelo uso oral do corticoide em doses decrescentes por 2 semanas (Pedrosa et al.,
2010).
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Outro medicamento muito usado na terapéutica para as formas menos graves da
EM é o acetato de glatiramer, conhecido comercialmente como Copaxone, utilizado por

via subcutanea, diariamente, na dose de 20mg (Pedrosa et al., 2010).

Nas formas mais agressivas da doenca, como a secundaria progressiva, que
muitas vezes nao respondem aos medicamentos considerados “tradicionais”, tém-se
utilizado o farmaco Natalizumab®. Este medicamento é um antagonista monoclonal da
glicoproteina integrina a4, expressa em linfécitos e mondcitos, essencial para o
processo de migragdo através da barreira hematoencefalica. O principal mecanismo de
acdo do Natalizumab® é o bloqueio da migracéo de células inflamatérias, principalmente
linfécitos, para o SNC (Pedrosa et al.,, 2010). Estudos demonstraram resultados
promissores também com o uso do Ritoximab® e do Alentuzumab® na reducdo do

namero de lesBes cerebrais na forma EMRR (Moreira et al., 2002b).

Embora haja uma série de farmacos disponiveis para o tratamento das diferentes
formas da EM ha pacientes que ndo respondem bem a essa farmacoterapia disponivel.
Diversos estudos tém sido realizados empregando o uso de células tronco como uma

possivel alternativa terapéutica (Karussis et al., 1992).

Estudos experimentais tém fornecido evidéncias de que 0 processo autoimune
se da contra os antigenos da bainha de mielina, direcionando o tratamento da EM ao
uso de drogas que modifiguem esse processo inflamatério (Callegaro e Machiori, 2011).

Dietas baseadas na restricdo de gordura ou suplementacdo com acido linoléico
ndo foram benéficas, nem mesmo a terapia em longo prazo com horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), corticosteréides ou esterdides, ja que estes nao alteraram
o curso da doenca (Hier, 1984) e ainda podem provocar muitos efeitos adversos:
necroses asseépticas da cabeca do fémur, imunossupressdo, diabetes mellitus,

osteoporose, atrofia muscular e alteragdes cutaneas (O’Sullivan, 1993).

Juntamente ao tratamento com imunossupressores, 0 transplante autélogo de
células tronco (TACT) vem apresentando bons resultados. Setenta por cento dos

pacientes melhoraram ou ficaram estaveis, sem a necessidade de qualquer tipo de
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medicacdo, 30% nao melhoraram e continuaram com a doenca, sendo que 3 destas
morreram (7%) resultado concluido foi que esta terapia pode ser viavel, mas requer

novas pesquisas (Van Gelder e Van Bekkum, 1996).

No Brasil, o tratamento se baseia em ensaios clinicos da década de 1990, mas ja
existem estudos que propdem diferentes tratamentos. O Interferon-beta (IFNB) € o
farmaco de referéncia no tratamento da EM (Kraus. e Oschmann, 2006). Outro farmaco,
0 acetato de glatiramer, demonstra eficacia em 34% dos casos e 34,7% de reducéo de
novas lesdes e é indicado nos casos de EMRR, além do natalizumabe (Kappos et al,
2009; Kraus e Oschmann, 2006).

Dados experimentais em camundongos mostram que o Sildenafil® é capaz de
induzir neurogénese, atuando como modulador da neuroinflamacédo e protetor da
bainha de mielina, além de diminuir a microgliose e astrogliose e a expressao de

citocinas pro-inflamatorias, como TNFa, IFNy, IL1, IL-I-2, no SNC. (Nunes et al., 2012).

2.7. Sildenafil®

O Sildenafil®, também conhecido como Viagra foi inicialmente sintetizado pela
IndUstria Farmacéutica Pfizer, no Reino Unido. A principio, o foco da pesquisa era
desenvolver uma droga para o tratamento de hipertensao e angina. No entanto, durante
a fase 1 dos testes clinicos, além de nao ter sido verificado um efeito anti-hipertensivo
significante, o Sildenafil® demonstrou um efeito farmacolégico interessante nos
pacientes com disfuncao erétil. Desde entéo, foi considerado uma droga milagrosa e
suas vendas movimentaram mais de 1 bilhdo de dolares entre 1999 e 2001 (Jackson et
al., 2005).

Este farmaco atua como inibidor da PDE5, que pertence a uma importante
familia de proteinas que regulam os niveis intracelulares de Guanosina Monofosfato

Ciclica (GMPc) nas células. E eficaz no tratamento da disfunc&o erétil, por permitir uma
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resposta erétil natural ao estimulo sexual por aumentar o efeito relaxador do (NO) no
corpo cavernoso (Jackson et al., 2005).

O NO liberado nas terminacdes nervosas e nas células endoteliais ativa a
enzima guanilato-ciclase a transformar em guaniosina trifosfato GTP, resultando em
maior sintese de GMPc, que induz o relaxamento da musculatura lisa e trabecular do
corpo cavernoso devido a diminuicdo de célcio intracelular, causando um aumento do
fluxo sanguineo para o pénis aumentando a pressao peniana (Korolkovas, 1999;
Langtry e Markham 1999; Morales et al., 1998; Damiao et al., 1998).

A acédo hidrolitica da PDE5 sobre o GMPc é encontrada em varias partes do
organismo, como pulmdes, plaguetas, musculatura lisa e cérebro. Sendo assim, muitas
linhas de pesquisa tem demonstrado novas estratégias terapéuticas para dor,
hipertensdo pulmonar, problemas de memoéria causados por idade e até EM
(Subramaniam et al., 2007) Os efeitos do sildenafil podem ser visualizados na (Figura
3).

NO Vasos sanguineos - Pluxe sanguineo
l Neurogéneses Neuroprotecdo
Plasticidade sinaptica Tratamento de AVE
Guanilil Aprimoramento da memoria
Ciclase Antinocicepgao

!
Relaxamentodo -
GMPc Coragdo A e <> vasodilatagBo

TGMPc [ Relaxamento J Resisténcia

da musculatura - arterial puimonar
\ Sildenafil

bronguica e pressio
L
v

GMP

) 0

PDE5

) 0

[ Relaxamento
da musculatura - Erecdo
lisa peniana peniana

Figura 3: Quadro de efeitos gerais do Sildenafil®. (Fonte: Versatile effects of Sildenafil: recent
pharmacological applications. Subramaniam, et al., 2007)



Na EM, especificamente, a administracdo de Sildenafil® tem mostrado um
aumento significante na perfusdo cerebral e aumento da neurogénese, sugerindo um

papel neuroprotetor na EM (Manson et al., 2005).

Novas evidéncias indicam que o NO e GMPc favorecem um resultado
neuroprotetor no sistema nervoso central. O Sildenafil® induz neurogénese in vitro
(Zhang et al., 2006) por aumentar os niveis de GMPc, que desempenha um papel
importante na modulacdo da diferenciacdo de células tronco neurais. A reducdo dos
niveis de GMPc resultaram em uma formacao reduzida de neurénios e um aumento da

formacao de células ndo neuronais (Gomez-Pinedo et al., 2010).

Em ratos submetidos a resseccédo bilateral de inervacdo dos corpos cavernosos
e tratados com Sildenafil®, apés 7 dias, houve uma reducéo na expressdo génica de
fatores neurotroficos. Sabe-se que o dano ao nervo desencadeia uma cascata de
eventos que inclui mudancas nos niveis de neurotransmissores, fatores neurotroficos e
citocinas, os quais foram todos invertidos por tratamento com Sildenafil® (Hlaing et al.,
2013).

2.8. Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso central € o responsavel pelo controle dos musculos
esqueléticos. Ele regula a forca muscular, variando as frequéncias dos impulsos
transmitidos por neurbnios motores inferiores. O complexo € constituido por um unico
nervo com seus multiplos terminais e fibras musculares associadas e que sao
denominadas unidades motoras (Machado, 2007; Mc Ardle e Katch 1994; Bergman,
1989; Astrand e Rodahl, 1986).

As fibras nervosas se ramificam na extremidade para formar um complexo de
terminagdes, isolado por uma camada de Células de Schwann, que se invagina na fibra
muscular, formando a placa motora (Machado, 2007; Mc Ardle et al., 1994; Bergman,
1989; Astrand e Rodahl, 1986).
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A juncdo neuromuscular € uma regido especializada entre a porc¢éo final de um
axonio de neur6nio e a placa motora na fibra muscular, sendo entao constituida por um
terminal pré-sinaptico dotado de vesiculas sinapticas contendo neurotransmissor
acetilcolina (ACh), membrana pré-sinaptica, fenda sinaptica e membrana pdés-sinaptica
(Machado, 2007; Garner et al., 2000; Mc Ardle et al., 1994; Bergman, 1989; Astrand e
Rodahl, 1986).

A regido da membrana pré-sinaptica, na qual as vesiculas sinapticas se
ancoram, funde-se & membrana das vesiculas e os neurotransmissores sao liberados
na fenda sinaptica, preenchida por uma substancia amorfa, rica em fibras colagenas,
proteoglicanos e enzimas; esta é a chamada zona ativa. A membrana pos-sinaptica,
justaposta a zona ativa, apresenta receptores para estes neurotransmissores e canais
ibnicos e é referida como densidade pos-sinaptica (Garner et al., 2000) (Figura 4).

O mecanismo de exocitose é controlado eletricamente pelo potencial de acédo. A
despolarizacdo do musculo € comandada por nervos motores que se ramificam no
tecido conjuntivo do perimisio. Quando este chega ao terminal pré-sinaptico, a ACh é
liberada na forma de quanta. Externamente a membrana do terminal, tem-se a enzima
acetilcolinesterase capaz de hidrolizar a ACh em colina e acido acético (Garner et al,
2000).

/4— Mielina Miocondria
//

Vesiculas sinapticas /

Membrana plasmatica pré-smnaptica

M. p! DOSSIYIéDhCa\\ Axdnio
\\

\

— e <«— Membrana

/ ptasmatica
\ !
B~ Granulos do

g } : neurotransmissor

Fibra muscutar

Micfibrila

Figura 4: Esquema ilustrativo de uma juncdo neuromuscular indicando a area de sinapse. (Fonte:
http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-humano-sistema-nervoso/imagens/sinaps16.jpg)

18



A exocitose destas vesiculas sinapticas ocorre na zona ativa e a subsequente
recuperacdo endocitica dos componentes vesiculares pode ocorrer tanto na zona ativa
gquanto na area da zona pré-ativa, garantindo a liberacdo exocitotica de
neurotransmissores proxima a seus receptores pés-sinapticos (Murthy e Camilli, 2003).

Vesiculas sinapticas sdo estruturas membranosas com aproximadamente 40nm,
apresentando grande quantidade de proteinas essenciais ao processo de exocitose de
seu conteudo (Takamori et al., 2006).

A sinaptofisina é a mais abundante glicoproteina de membrana encontrada na
vesicula sinaptica. Apresenta 4 dominios transmembrana e sua presenca esta
diretamente relacionada a integridade das vesiculas sindpticas, sendo sua auséncia um
indicio da exocitose de ACh (Simpson et al., 1993).

As proteinas SNARE, como sinaptobrevina (VAMP), sintaxinal e proteina
sinaptossomal associada com 25 KDa (SNAP25), sdo conhecidas pela fungéo relevante
na exocitose. A sinaptobrevina esta presente na membrana das vesiculas, sendo
designada como v-SNARE (vesicle SNARE). SNAP25 e sintaxina estdo presentes na
membrana pré-sinaptica e sdo designadas t-SNAREs (target SNARES) (Dumitru e
Amato, 2008). Representacdo esquematica do complexo SNARE (Figura 5).

A (VAMPSs), também constituinte da vesicula sinaptica, € uma proteina integral
de membrana com a extremidade N-terminal voltada para a regido citoplasmatica e com
a extremidade C-terminal inserida no dominio transmembrana (Ceccarelli et al., 1973).

A sintaxinal, também conhecida como p35, é uma pequena proteina integral de
membrana abundantemente expressa em neurdnios. E um componente essencial para
a fusdo da vesicula sinaptica e interage com outras importantes proteinas, incluindo
sinaptobrevina, SNAP25, a-SNAP e sinaptotagminal (Dumitru e Amato, 2008). Ja a
SNAP25 (synaptosome associated protein - 25 kDa) é uma proteina de membrana

ancorada a membrana pré-sinaptica na face citoplasmatica (Dumitru e Amato, 2008).
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SNARE

complex\.“h{

Syntaxin

Figura 5: Representacdo esquematica do complexo SNARE: sinaptobrevina (VAMP), sintaxina (syntaxin)
e SNAP25. (Fonte: trafegandointracel.blogspot.com 1186x1286)

3. Objetivos

O presente estudo pretendeu avaliar, em modelo de EM (EAE) induzido em
camundongos:
> a morfologia da Musculatura Estriada Esquelética (MEE) e dos nervos do

Sistema Nervoso Periférico (SNP) associados, utilizando a coloracdo Hematoxilina-
Eosina (HE);

> a presenca de fibrose nos tecidos conjuntivos associados & MEE e nervos do
SNP, utilizando a coloragéo Tricbmico de Masson (TM);

> a producao de TNFa, uma citocina inflamatéria, no MEE, por imunofluorescéncia,;
> a expressao da proteina S100 nas Células de Schwann, por imunofluorescéncia;
> a expressdo das proteinas da JNM (complexo SNARE - sinaptobrevina,
SNAP25, sintaxina) e da vesicula sinaptica (sinaptofisina), por imunofluorescéncia;

> a acao protetora do Sildenafil® no SNP.
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4. Material e Métodos

4.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram adquiridos de diversos laboratorios, a saber:

>  MOGss.s5(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK, RheaBiotec, Brasil). A (MOG) 35-55

é um componente menor de mielina do SNC. E capaz de induzir uma doenca

neuroldgica

manifestacbes da EM.

remitente-recorrente

com

extensa

desmielinizacao

comum

> Adjuvante de Freund completo (CFA, Sigma-Aldrich, EUA).

> Toxina Pertussis (Ptx, Sigma-Aldrich, EUA) produzida pela bactéria Bordetella

pertussis que provoca a tosse convulsiva.

> aBgTx (Sigma-Aldrich, EUA) conjugada com FITC (FO0195) e conjugada com

TRITC (T9641).

Os anticorpos primarios e secundarios utilizados estdo descritos na tabela a

seqguir:

Tabela 1: Lista de anticorpos.

PRIMARIO HOSPEDEIRO LABORATORIO  CODIGO  DILUICAO PRA IF
F4/80 Cabra Santa Cruz SC-2664z 1:50
TNFa Cabra Santa Cruz SC-1350 1:150
S100 Coelho Santa Cruz SC-7849 1:50
Sinaptofisina Guinea Pig SY-SY 101 004 1:100
Sinaptobrevina Coelho Sigma Aldrich S5312 1:100
SNAP25 Camundongo Sigma Aldrich S9684 1:250
Sintaxina Cabra Sigma Aldrich S06604 1:200
SECUNDARIO HOSPEDEIRO LABORATORIO CODIGO DILUICAO PRA IF
Anti-Coelho IgG Cabra Sigma Aldrich F0382 1:80
conjugado com FITC

Anti-Camundongo 1gG Cabra Sigma Aldrich F0257 1:64
conjugado com FITC

Anti-Cabra 1gG conjugado  Camundongo Sigma Aldrich F7367 1:60

com FITC

Anti-Guinea Pig Coelho Sigma Aldrich T7153 1:160

conjugado com TRITC
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4.2. Animais

Foram utilizados 20 camundongos, fémeas, da linhagem C57bl6, com 8
semanas. Os animais foram mantidos em biotério com &gua e alimento a vontade, em
gaiolas, com temperatura e umidade controladas e ciclo de luz, e divididos em 4 grupos

experimentais com 5 camundongos cada, a saber:

Grupo Naive (N) - utilizado como grupo controle: neste grupo os animais néo receberam

qualquer tratamento;
Grupo Sildenafil (Sildenafil) - utilizado como grupo tratado;

Grupo EAE (Encefalomielite Autoimune Experimental) - neste grupo os animais foram

imunizados com MOG 35-55e toxina Pertussis;

Grupo EAESC (EAESC) - neste grupo os animais foram imunizados e, posteriormente,

tratados com Sildenafil®:

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas ja
estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA), em
concordancia com as regras do Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/Fundacédo Osvaldo Cruz (CEUA-CPgAM) (10/2010). As amostras obtidas
foram apenas processadas e analisadas no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa da
USF.

4.3. Protocolo de inducéo da EM

Os animais (n=10), sendo que (5) para o grupo EAE, e outros (5) para o grupo
EAESC, foram imunizados com MOG 35-55 (2mg/mL e PBS 0,02M) por injecao
subcutéanea de 50uL na pata traseira (no primeiro dia de tratamento) e com a toxina
Pertussis (200ng/mL em PBS 0,02M - 2uL de toxina em 200uL de PBS), por injecao
intraperitoneal, no primeiro dia e 48 horas apods a imunizacdo MOG, de acordo com

Farias e colaboradores (2011), constituindo o grupo EAE (n=5).
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De acordo com a literatura, o score clinico é classificado como: 0, sem sintomas;
1, cauda flacida; 2, cauda flacida e incapacidade de endireitar-se quando colocado de
costas; 3, paralisia parcial dos membros posteriores; 4, paralisia completa dos membros
posteriores; 5, paralisia completa dos membros posteriores e anteriores ou moribundas
(Lewis et al., 2014).

Apos classificados de acordo com os sinais clinicos acima descritos (Lewis et al.,
2014) e diagnosticados como portadores de EM (Raposo et al, dados ndo publicados —

grafico), os animais foram sacrificados e as amostra processadas.
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Figura 6: Grafico com os dados do score clinico dos animais submetidos a imunizagcdo por MOG35-55;
tratados ou ndo com Sildenafil®,

4.4. Protocolo de tratamento com Sildenafil®

Apés a inducdo da EM parte dos animais (n=5) foi tratada com 0,2mL de
Sildenafil® (25mg/kg em 2mL de salina 0,9%) via injecdo subcutanea na regido
abdominal (uma aplicacdo a cada 8h por 15 dias apés a imuniza¢cdo) (grupo EAESC).
Outra parte dos animais (n=5), sem inducdo da EM, foi tratada apenas com Sildenafil®,
constituindo o grupo Sildenafil. Os animais que nao receberam qualquer intervencéo
constituiram o grupo naive (n=5).
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4.5. Histopatologia

Ap6s o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados por
aprofundamento de anestesia inalatoria com isoflurano e os muasculos gastrocnémios
dissecados, sendo os musculos das patas direitas destinados a criomicrotomia. Os
muasculos foram montados sobre papel filtro com auxilio de meio de montagem
especifico “OCT-TissueTek” e congelados em n-hexano resfriado em nitrogénio liquido.

Os criocortes (10um) foram submetidos as coloracdes e reacdes.

4.5.1. Histoquimica - Hematoxilina-Eosina (HE)

Os criocortes foram coletados em laminas silanizadas, hidratados em agua
destilada por 5 minutos, imersos em Hematoxilina por 5 minutos, lavados em agua
destilada e entdo corados com Eosina, por 3 minutos. As laminas foram novamente
lavadas e desidratadas em série crescente de etanol: etanol 70% por um minuto, etanol
80% por um minuto, etanol 95% por um minuto, etanol | a 100% por cinco minutos,
etanol Il a 100% por cinco minutos, xilol | por 5 minutos e xilol 1, por 5 minutos. Apés o
procedimento de desidratacdo, as laminas foram montadas com Balsamo do Canada

para analise ao microscopio optico.

4.5.2. Histoquimica - Tricromico de Masson (TM)

Os criocortes coletados em laminas silanizadas, foram hidratados por 5 minutos
e mantidos overnight a temperatura ambiente. Em seguida, as |laminas foram lavadas
em agua destilada, coradas em solucdo de Hematoxilina Férrica de Weigert, por 10
minutos, lavadas novamente em agua corrente, por 10 minutos, e em agua destilada
para posteriormente serem coradas em solucdo de Escarlate de Biebrich, por 5
minutos. Apds as primeiras coloragdes, as laminas foram rapidamente lavadas em agua
destilada e diferenciadas em solucdo de Acido Fosfotlingstico-Fosfomolibdico, durante
10 a 15 minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada, coradas em solugéo de
Azul de Anilina, durante 10 minutos, novamente lavadas em agua destilada e banhadas

em solucdo de Acido Acético Glacial 1%, por 5 minutos. As laminas foram finalmente
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lavadas em agua destilada, desidratadas, em série crescente de etanol, diafanizadas,

em xilol, e montadas com Bélsamo do Canada para anélise ao microscépio 6tico.

4.5.3. Imunofluorescéncia (IF)

Cortes histolégicos foram obtidos em criostato e coletados em laminas
silanizadas. O material foi permeabilizado em etanol e metanol resfriado (-20°C) por 10
minutos cada, pré-incubado em Triton X-100 (0,1%), por 15 minutos em temperatura
ambiente, lavado em PBS 0,05M (2 banhos de 5 minutos cada) para incubacao
“overnight” em anticorpo primario, em geladeira. Passado o periodo de incubacéo, as
laminas foram mantidas em temperatura ambiente por 1h, lavadas PBS 0,05M (2
banhos de 15 minutos cada) e submetidas a um periodo de incubacdo de 2h em

anticorpo secundario, a temperatura ambiente, em camera escura.

Em seguida os criocortes foram novamente lavados em PBS 0,05M (2 banhos de
15 minutos cada). As laminas foram secas e montadas em gelatina glicerinada para

serem analisadas ao microscopio de fluorescéncia (Olympus BX51).

5. Resultados

A coloracdo HE foi utilizada para caracterizar a musculatura estriada esquelética,
especificamente o0 musculo gastrocnémio dos camundongos dos grupos naive,
Sildenafil, EAE, EAESC.

Tal andlise mostrou fibras musculares preservadas, com sarcolema integro,
disposicdo homogénea dos miofilamentos no sarcoplasma e nucleos periféricos.
Entretanto, um discreto edema tecidual foi observado na regido de perimisio (Figura 7)

nos grupos Sildenafil, EAE e EAESC, sem a presenca de infiltrado inflamatorio.
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Figura 7: Cortes histologicos dos musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a técnica
Hematoxilina-Eosina, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Fibras musculares
com morfologia preservada (formato hexagonal), miofilamentos dispostos de forma homogénea por todo
0 sarcoplasma, nucleos periféricos (seta). Observar edema tecidual na regido de perimisio (*) nos grupos
Sildenafil, EAE e EAESC (B-D), sem infiltrado inflamatério. Aumento: 400x.

A coloracéo de Tricromico de Masson foi utilizada para averiguar a distribuicdo
de tecido conjuntivo no endomisio, perimisio e epimisio, e um possivel processo de
fibrose. Tal processo néo foi observado em nenhum dos grupos experimentais (Figura
8).
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Figura 8: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a técnica
Tricrdmico de Masson, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Fibras musculares
com morfologia preservada (formato hexagonal), miofilamentos dispostos de forma homogénea por todo
o sarcoplasma, nucleos periféricos (seta). Nao foi observado fibrose, e infiltrado inflamatério em
nenhum dos grupos experimentais. Aumento: 400x.

Para analise da expressao da citocina TNFa e para detecgédo de macréfagos, a
partir da expressdo de F4/80, realizou-se imunofluorescéncia (IF) com anticorpo
secundério conjugado com fluorocromo FITC (verde).

N&o houve imunomarcacéo de TNFa para as fibras musculares em nenhum dos
grupos estudados. Porém, observou-se expressao desta citocina nos grupos Sildenafil,
EAE e EAESC nas células do tecido conjuntivo adjacente (endomisio e perimisio)
(Figura 9).
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Figura 9: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcacéo da citocina TNFa, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e
EAESC (D). Observar imunomarcagéo positiva nos grupos Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D) na regido
de endomisio e perimisio, evidenciando a expressdo desta citocina pelas células residentes do tecido
conjuntivo (*). Nao ha expressdo de TNFa pelas fibras musculares em nenhum dos grupos
experimentais. Aumento: 400x.

Ja a imunofluorescéncia para a marcacdo da proteina F4/80 foi observada
apenas nos grupos EAE e EAESC, evidenciando a presenca de macréfagos no tecido

conjuntivo (Figura 10).



Figura 10: Cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcacgéo da proteina F4/80, para os grupos: naive (A), Sildenafil (B), EAE (C) e
EAESC (D). Observar imunomarcacao positiva nos grupos EAE (C) e EAESC (D), evidenciando a
presenca de macréfagos (*) no tecido conjuntivo. Aumento: 400x.

A caracterizacdo morfolégica dos nervos do SNP foi possivel a partir da técnica
de IF para marcacdo da proteina S100, a qual estad localizada no nucleo e no
citoplasma das Células de Schwann. Desta forma a imunomarcacéo positiva revela a
presenca e integridade da bainha e mielina.

Nervos em corte transversal foram observados nos quatro grupos experimentais
estudados, entretanto a reagao foi fortemente positiva apenas para 0S grupos naive e
Sildenafil (Figura 11A-B), quando comparada aos grupos EAE e EAESC (Figura 11C-
D), nos quais a marcacédo foi fracamente positiva, indicando possiveis alteragdes nas

Células de Schwann.



Figura 11: Cortes histolégicos de nervos (quadros) associados aos musculos gastrochémios de
camundongos, submetidos a imunofluorescéncia para marcagéo da proteina S100, para 0s grupos: naive
(A), Sildenafil (B), EAE (C) e EAESC (D). Observar imunomarcacao fortemente positiva nos grupos naive
(A) e Sildenafil (B). Nao h&a marcacao para o grupo EAE (C), porém a marcacéo € fracamente observada
no grupo EAESC (D), evidenciando possiveis alteragBes nas Células de Schwann. a — arteriola; v —
vénula. Aumento: 100x.

O estudo microscopico da juncdo neuromuscular foi realizado a partir da
marcacdo das proteinas presentes nas vesiculas sinpticas (sinaptofisina e
sinaptobrevina), na membrana pré-sinaptica (SNAP25 e sintaxina). A alfa bungarotoxina
(aBgTx), uma proteina isolada do veneno da serpente Bungarus multicinctus,
conjugada a fluorocromo (FITC ou TRITC), atua blogueando os receptores nicotinicos
da ACh na membrana pos-sinaptica, sendo utilizada como marcador da integridade da

mesma.
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Em todos os grupos experimentais (naive, Sildenafil, EAE e EAESC) observou-
se marcagdo positiva para aBgTx, indicando que ndo ha alteragBes morfolégicas ou

moleculares ha membrana pos-sinaptica (Figuras 12 a 15).

Figura 12: Cortes histolégicos de musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcacao da proteina sinaptofisina (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os
grupos naive (A, B), Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos receptores para
acetilcolina preservados na membrana pds-sinaptica (sarcolema) da jungdo neuromuscular (FITC).
Observar imunomarcacéo positiva da sinaptofisina para todos os grupos. Aumento: 400x.
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A imunomarcacgdo para as proteinas sinaptofisina (Figura 12) e sinaptobrevina
(Figura 13) foi observada em todos os grupos, indicando a presenca de vesiculas

sinapticas intactas e parte do complexo v-SNARE esta preservado.

Figura 13: Cortes histolégicos dos mdsculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcagéo da proteina sinaptobrevina (A, C, E, G) e a aBgTx (B,D,F,H) para os
grupos naive (A, B), Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos receptores para
acetilcolina preservados na membrana pds-sinaptica (sarcolema) da juncdo neuromuscular (TRITC).
Observar imunomarcacgéao positiva da sinaptobrevina para todos os grupos. Aumento: 400x.
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Considerando as proteinas do complexo t-SNARE, a marcagéo para a SNAP25
foi fortemente positiva para o grupo naive, moderadamente positiva para 0 grupo

Sildenafil e fracamente positiva para os grupos EAE e EAESC, o que infere diminuicao

da expresséo da mesma (Figura 14).

Figura 14: Cortes histolégicos de musculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcacéo da proteina SNAP25 (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos
naive (A, B), Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos receptores para
acetilcolina preservados na membrana pos-sinaptica (sarcolema) da juncdo neuromuscular (TRITC).
Observar imunomarcacéo da SNAP25 fortemente positiva ho grupo naive (A), moderadamente positiva
no grupo Sildenafil (C) e fracamente positiva para os grupos EAE (E) e EAESC (G). Aumento: 400x.
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Ja a imunomarcagdo da proteina sintaxina foi positiva para todos os grupos
experimentais (naive, Sildenafil, EAE e EAESC) (Figura 15).

Figura 15: Cortes histolégicos de muasculos gastrocnémios de camundongos, submetidos a
imunofluorescéncia para marcagéo da proteina sintaxina (A, C, E, G) e aBgTx (B, D, F, H) para os grupos
naive (A, B), Sildenafil (C, D), EAE (E, F) e EAESC (G, H). Notar a presenca dos receptores para
acetilcolina preservados na membrana poés-sinaptica (sarcolema) da juncdo neuromuscular (TRITC).
Observar imunomarcacéo da sintaxina positiva para todos os grupos. Aumento: 400x.
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Tabela 2: Sumario de Resultados.

Naive Sildenafil EAE EAESC

HE Morfologia Morfologia Morfologia Morfologia
preservada preservada preservada preservada
Auséncia de Auséncia de Auséncia de Auséncia de
infiltrado infiltrado infiltrado infiltrado
inflamatério (-) inflamatério (-) inflamatdrio (-) inflamatdrio (-)
Auséncia de Presenca de Presenca de Presenca de
edema (-) edema (+) edema (+) edema (+)

™ Auséncia de Auséncia de Auséncia de Auséncia de
fibrose (-) fibrose (-) fibrose (-) fibrose (-)

TNFa Imunomarcacao | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
negativa (-) no negativa (-) no negativa (-) no negativa (-) no
tecido muscular | tecido muscular | tecido muscular | tecido muscular
Imunomarcacdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
negativa (-) no positiva (++) no | positiva (++) no | positiva (++) no
tecido tecido tecido tecido
conjuntivo conjuntivo conjuntivo conjuntivo

F4/80 Imunomarcacdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
negativa (-) no negativa (-) no positiva (++) no | positiva (++) no
tecido tecido tecido tecido
conjuntivo conjuntivo conjuntivo conjuntivo

S100 Imunomarcacdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
fortemente fortemente negativa (-) na fracamente
positiva (+++) positiva (+++) bainha de positiva (+) na
na bainha de na bainha de mielina bainha de
mielina mielina mielina

Sinaptofisina Imunomarcacao | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
positiva (++) positiva (++) positiva (++) positiva (++)

Sinaptobrevina | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagao
positiva (++) positiva (++) positiva (++) positiva (++)

SNAP25 Imunomarcacao | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
fortemente moderadamente | fracamente fracamente
positiva (+++) positiva (+/-). positiva (+) positiva (+)

Sintaxina Imunomarcacdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao
positiva (++) positiva (++) positiva (++) positiva (++)

aBgTx Imunomarcacdo | Imunomarcacdo | Imunomarcagdo | Imunomarcacao

positiva (++) na
membrana pos-
sinaptica

positiva (++) na
membrana pés-
sinaptica

positiva (++) na
membrana pés-
sinaptica

positiva (++) na
membrana pos-
sinaptica

Legenda: Fortemente positivo +++; Positivo ++; Fracamente positivo +; Moderadamente positivo +/-;
Negativo —; Presenca +; Auséncia -.
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6. Discussao

De causa ainda indefinida, a causa da EM tem sido atribuida a alguns virus e
bactérias (Moreira et al,. 2002), a fatores ambientais, socioculturais, nutricionais ou até
mesmo a traumas fisicos (Young, 2011; Jelinek e Hassed, 2007). Tais aspectos
justificam a maior incidéncia de casos nos paises da Europa e América do Norte
(Ferreira et al., 2004), mas ndo explicam por que a doenca acomete adultos jovens
entre 20 e 40 anos, predominantemente do sexo feminino (Fox et al., 2006).

Conforme os primeiros relatos de casos (Medaer, 1979), necropsias (Cruveilhier,
1891; Carswell, 1838), e estudos descritos na literatura, a EM €& uma doenca
caracterizada pela perda da bainha de mielina nos neurénios do SNC, sem prejuizo a
mielinizacdo do SNP (Fisher et al., 1983; Ro et al.,1983; Schoene et al., 1977).

O modelo EAE tem sido muito estudado para o entendimento da EM, uma vez
gue apresenta um quadro de desmielinizacdo associado a um processo inflamatorio,
com ativacao de linfécitos T no SNC (Fletcher et al., 2010; Bernard, 1975). Estes
estudos tém mostrado que a degeneracdo da camada lipidica que envolve os axénios é
decorréncia da acdo do sistema imune, que produz anticorpos contra 0s
oligodendrdcitos - células gliais responsaveis pela producdo da bainha de mielina no
SNC (Contran et al., 2000; Compston, 1999). Tal desmielinizacdo leva a degeneracéao
dos neurdnios e, consequentemente, a perda de sua funcdo (Junqueira e Carneiro,
2013; Guyton e Hall, 2011), resultando nos sinais e sintomas descritos na EM.

A analise histopatologica das regides afetadas do SNC mostra, além da
desmielinizacédo, proliferacéo astrocitica e gliose (Kumar et al., 2011), lesdo axonal com
infiltrado inflamatdrio perivascular de linfocitos e mondcitos, por ruptura da Barreira
Hematoencefalica (BHE). H4 aumento dos niveis de citocinas, mesmo quando o

processo inflamatorio esta ausente, no plasma e no LCE (Goldman e Ausielo, 2005).

Segundo a literatura atual, os nervos periféricos ndo sao afetados,
provavelmente porque a reacdo imunitaria que danifica os oligodendrocitos seja
especifica, ndo afetando as Células de Schwann que s&o responsaveis pela

mielinizagdo no SNP (Junqueira e Carneiro, 2013; Guyton e Hall, 2011) Tilbery e
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colaboradores (2000) observaram, em pacientes, ramos terminais do nervo motor com
poucos nucleos de Células de Schwann e degeneracdo axoplasmatica em &reas de
atrofia muscular.

O presente estudo evidenciou alteracbes no SNP, indicativas de uma possivel
diminuicdo de mielinizagdo dos nervos associados ao musculo gastrocnémio. Quando
analisada a expressao da proteina S100, especifica de Células de Schwann, observou-
se fraca fluorescéncia nos nervos dos animais dos grupos EAE e EAESC, sugerindo
que houve alteracdo na producdo desta proteina por estas células e,
consequentemente, alteracdo na mielinizacdo destes neurdnios. Tal observacao indica
dano nao s6 aos oligodendrocitos, mas também as Células de Schwann sugerindo que,
de alguma forma, a reacdo imunitaria nao € restrita aos oligodendrocitos.

Além disso, observou-se, nos grupos EAE e EAESC, além de edema tecidual
muscular e presenca de macréfagos via expressao de F4/80, reforcando um processo
inflamatdrio em curso.

Sabe-se que pode haver comprometimento da MEE de pacientes portadores de
EM (aproximadamente 30% dos casos), sem diferencas entre as formas classica e
progressiva. Entre as principais alteracdes histolégicas estdo a vasculite do tipo
linfoplasmocitaria, 0 aumento da porcentagem de fibras musculares de contracéo rapida
- tipo 1IB e 0 acumulo de lipidio intrasarcoplasmético (Tilbery et al, 1989).

Tais alteracbes podem estar relacionadas as, relatadas ou observadas,
manifestacbes clinicas, como fragueza (Charcot, 1968), paralisia espastica, tremor
intencional e dificuldades na fala (Autregésilo e Costa Rodrigues, 1926), além do
acometimento de outros MEEs, como o musculo diafragma (Cooper et al., 1988).

Diferentemente do relatado por Tilbery e colaboradores (1989), em modelo
animal de EAE, os musculos gastrocnémios dos camundongos ndo apresentaram
alteracbes morfologicas visiveis através das técnicas utilizadas no presente estudo,
bem como os animais dos grupos naive, Sildenafil e EAESC. Também nao houve
proliferacdo de tecido conjuntivo — fibrose, nos musculos gastrocnémios ou nervos
associados dos animais, em todos 0s grupos experimentais, como observado em

bidpsias da medula espinal, ponte e bulbo de pacientes portadores de EM.
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Entretanto, a imunofluorescéncia observou-se a expressdo da citocina pré-
inflamatéria TNFa na regido de perimisio, como também reportado para o SNC
(Goldman e Ausielo, 2005). A liberacdo desta, e de outras quimiocinas, linfocinas e
monocinas, pode ser observada mesmo na auséncia de um infiltrado inflamatorio
linfocitario (Goldman e Aussielo, 2005), como observado no presente estudo.

A presenca do infiltrado de macrofagos corrobora com a hipotese etiopatogénica
de um mecanismo autoimune na EM, no qual ha infiltracdo perivascular de linfocitos e
monaocitos através da ruptura da BHE (Goldman e Aussielo, 2005).

A atrofia muscular relatada em humanos parece ndo ser a Unica responsavel
pela perda de massa muscular, mas sim a perda de mielinizagdo dos nervos periféricos
(Tilbery et al., 1989), como sugerido no presente trabalho.

Tendo sido considerada em 1935 como uma doenca autoimune, a terapéutica da
EM tem se baseado desde entdo no uso de drogas imunossupressoras que modulam a
resposta imune, reduzindo os surtos (Moreira, 2002a) e o surgimento de novas lesbes
(Pedrosa et al., 2010), com efeitos colaterais transitérios e passageiros (Tilbery et al.,
2000). Em contrapartida as drogas tradicionais, novos medicamentos tém sido
considerados, como o Natalizumab® que bloqueia a diapedese das células inflamatérias
através da BHE para o tecido neural (Mellergard et al., 2010; Pedrosa et al., 2010).

Dados experimentais tém mostrado que o processo autoimune se da contra 0s
antigenos da bainha de mielina (Kumar et al., 2005), o que tem direcionado o
tratamento da EM ao uso de drogas que modifiguem esse processo inflamatério
(Callegaro, 2002). Estudos in vitro e in vivo, em modelo de desmielinizacdo por
cuprizona (Nunes et al., 2012), mostraram que o Sildenafil® atua como modulador da
neuroinflamacédo, aumentando a perfusdo (Manson, 2005) e induzindo a neurogénese
(Zhang, 2006; Manson, 2005), diminuindo a microgliose, a astrogliose e a expresséao de
citocinas pro-inflamatérias, como TNFa, IFNy, IL1B, IL-I-2, de COX-2 e GFAP,
protegendo a bainha de mielina (Nunes et al., 2012). O Sildenafil® também reduziu a
expressdo de citocinas IL-18 e IFNy em animais knockout para iNOS, melhorando a
mielinizacdo com uma possivel acdo anti-inflamatoria para o farmaco (Raposo et al.,
2013).
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Em lesdes experimentais de nervos, o Sildenafil® foi capaz de alterar os niveis de
neurotransmissores, além de fatores neurotréficos e de citocinas, favorecendo a

regeneracao nervosa no SNP (Hlaing et al., 2013).

Os neurotransmissores sintetizados no corpo celular dos neurdnios, como a ACh,
sdo armazenados em vesiculas sindpticas as quais apresentam proteinas importantes
para sua estrutura (sinaptofisina) e ancoragem (sinaptobrevina) a membrana pré-
sinaptica (SNAP25 e sintaxina). Sua liberacédo na fenda sinaptica via exocitose permite
sua ligagdo aos receptores nicotinicos presentes na membrana pds-sindptica,
garantindo a contragcdo muscular (Junqueira e Carneiro, 2013; Guyton e Hall, 2011,
Takamori et al, 2006; Murth e De Camilli, 2003; Garner et al, 2000; Roos e Kelly, 1999).

No presente estudo, os musculos gastrocnémios dos camundongos dos grupos
naive, Sildenafil, EAE e EAESC apresentaram-se integros, com sarcoplasma e
sarcolema inalterados. Da mesma forma, quando observada por fluorescéncia a JNM
também estava preservada com receptores funcionais, via marcagao por aBgTx. Na
porcdo pré-sinaptica da JNM a sinaptofisina e as proteinas do complexo t- e v-SNARE
apresentaram marcacdo positiva, evidenciando também que as vesiculas sinapticas e
gue toda a maquinaria necessaria para sua exocitose [sinaptofisina - vesicula sinaptica
(Takamori et al.,, 2006; Simpson et al., 1993); sinaptobrevina (VAMP), sintaxinal e
SNAP25 - membrana da vesicula sindptica, membrana pré-sinaptica (Dumitru e Amato,
2008; Ceccarelli et al., 1973)] estavam integras. A proteina SNAP25 apresentou visivel
diminuicao na fluorescéncia para os grupos EAE e EAESC. Neste caso, provavelmente,

nao houve alteracdo nos niveis de neurotransmissores.

ApOs a exocitose de seu conteudo, as vesiculas sinapticas sofrem endocitose
através de invaginacdes de membrana e formacéo de cisternas ou ainda por endocitose
designada como “Beije e Fuja”, na qual vesiculas liberam seu conteldo sem integrarem
completamente a membrana pré-sinaptica, sendo reacidificadas e novamente

preenchidas por neurotransmissores (Richards et al., 2003; Takei et al., 1996).

Estudos eletromiogréaficos/eletrofisiolégicos de pacientes portadores de EM

demostraram sinais de denervacdo que corroboram com o0s sinais e sintomas relatados
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pelos mesmos (Tilbery, 2005; Petajan, 1982), entretanto ndo ha dados sobre potenciais
evocados ou conteudo quantico da JNM ou outras informac¢des que confirmem o

observado nos animais em modelo de EAE.

Em experimentacdo com ratos, o Sildenafil® apresentou-se capaz de inibir
mudancas nos niveis de neurotransmissores e citocinas mesmo apds dano aos nervos
(Hlaing et al., 2013).

Considerando as proteinas do complexo t-SNARE, a marcagéo para a SNAP25
foi fortemente positiva para o grupo naive, moderadamente positiva para 0 grupo
Sildenafil e fracamente positiva para os grupos EAE e EAESC, o que infere diminuicao
da expressdo da mesma e possivel prejuizo ao processo de ancoragem da vesicula

sinaptica.

Embora o Sildenafil®, através da via do 6xido nitrico, seja capaz de proteger
desmielinizacdo no SNC (NO) (Nunes et al., 2012; Gémez-Pinedo et al., 2010; Zhang et

al., 2006), nao apresentou a mesma funcao para o SNP.
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7. Concluséao

O presente estudo constatou que a EM, sendo uma patologia prépria do SNC:

1. Apresenta efeitos também no SNP, porém, sem que haja alteracdo morfolégica na
MEE;

2. Induz discreto edema tecidual, porém, sem infiltrado inflamatério leucocitério;

3. N&o causa fibrose nos tecidos conjuntivos associados a MEE e nervos do SNP;

4. Nao ocasiona producdo de TNFa, pelas MEE, apenas no tecido conjuntivo do
perimisio;

5. Recruta macrofagos para o tecido conjuntivo do perimisio;

6. Ocasiona a diminuicdo da imunomarcacdo de S100, o que indica também uma
diminuicdo na mielinizacdo e/ou desmielinizacdo e possiveis alteracdes na atividade
das Células de Schwann;

7. Nao altera a expressao das proteinas sinaptobrevina e sintaxina, presentes na JNM e
da sinaptofisina, presente na vesicula sinaptica;

8. Altera a expressao da proteina SNAP25, presente na JNM, indicando alteracdo em

parte da “maquinaria da exocitose” e, possivelmente, déficit de liberagao de ACh.

Ja o Sildenafil®:
1. Por sua acao vasodilatadora, foi capaz de induzir a formacéo de edema;

2. Por sua acdo anti-inflamatdria, foi capaz de levar a expressao de TNFa e reduzir o

recrutamento de macroéfagos;

3. Por sua acdo neuroprotetora, foi capaz de manter a expressdo de S100, o que

resulta na manutencao da mielinizagdo dos nervos do SNP.
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