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Caracterizacao das anormalidades sinapticas em modelo de esclerose
multipla induzido por cuprizona e sua regulagcéo pelo tratamento com
pranlucaste

Daniel Areias da Silva Raquita, Ana Carolina de Padua Alpino Pereira, Ana Beatriz de Sa e Sheila
Espirito Santo Araujo

Esclerose multipla (EM) € uma doenca inflamatéria e desmielinizante do sistema nervoso central,
induzindo diversos prejuizos, inclusive visuais. Recentemente, a sinaptopatia foi descrita como parte
da fisiopatologia da EM, contudo seus mecanismos foram pouco explorados. Nosso grupo demonstrou
gue em vias subcorticais visuais ha um desequilibrio entre a transmissao excitatoria e inibitoria, com
predominio inibitério. Além disso, a EM ainda € uma doenca sem cura, sendo na clinica geralmente
utilizados anti-inflamatoérios com intuito de retardar o curso da doenca. Nesse contexto, 0 medicamento
pranlucaste (PLK), um anti-inflamatorio utilizado no tratamento da asma, surge como um possivel
farmaco para conter a perda sinaptica, devido a sua capacidade de inibir via de Rho-A, relacionada
com a inibicdo da neuroplasticidade. Assim, nosso trabalho prop8e estudar as alterac6es sinpticas
no cértex visual de camundongos no modelo de EM induzido por cuprizona (CPZ), e investigar os
efeitos do tratamento com PLK sobre esses aspectos. A CPZ é uma droga, que leva a desmielinizacao
inflamatoria caracteristica da EM. Dessa forma, utilizamos camundongos sui¢os adultos divididos em
3 grupos, tratados por 5 semanas: Controle (CNT), alimentado com racdo normal e em paralelo
recebeu injecdes intraperitoneais diarias de solucdo salina; CPZ, alimentado com ragédo misturada
com 0,2% da droga CPZ e injecdes iguais ao CNT e; PLK, alimentado com ra¢géo misturada com CPZ
e recebeu injecbes com o farmaco PLK (0,1mg/kg). Ao final do tratamento os animais tiveram seus
cérebros fixados, dissecados e crioprotegidos para processamento e seguido de analises
imunohistoquimicas; paralelamente amostras do cortex visual foram obtidas para analise por Western
Blotting (WB). Na histologia, particularmente, avaliou-se a camada IV do cortex visual. Realizamos
imunomarcacao para sinaptofisina (SYN-marcador de sitios pré-sinapticos gerais) e observamos uma
diminuicdo da marcacdo de SYN no CPZ em relacdo ao CNT. Posteriormente, realizamos
imunomarcacao para gefirina (marcador de sitios pés-sinapticos inibitérios). Constatamos um aumento
na densidade de gefirina no grupo CPZ em relagdo ao CNT. Por fim, analisamos por WB, a expressao
de GLT-1 (transportador de glutamato), que mostrou ndo haver diferenca entre os grupos. Destarte,
nossos dados sugerem que a desmielinizacdo inflamatéria da EM assim como no nucleo visual
subcortical, leva a uma perda sinaptica excitatoria no cortex visual, enquanto leva um aumento de
sinapses inibitérias, podendo estar relacionada com os prejuizos visuais da EM. Os efeitos do PLK
sobre essas anormalidades ainda estéo sob investigagéao.

Instituicdo do Programa de IC, IT ou PG: Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
Eixo tematico: Ciéncias Bioldgicas Biociéncias
Fomento da bolsa (quando aplicavel): CNPq

i ) ORGANIZAGAO E REALIZAGAO: Q , APOIO:
m = H Universidade ﬂCNPq
R/ ‘ ==l Federal e ———.

Fluminense o—
wWwod

UENF ProPPG "
wimmnisiit. | UENF | foteoase e iflagnse Propp|. @FAPERJ CAPES

FerArtucia b Praqene. oo



Congresso : congresso

Fluminense Fluminense de

de Iniciacao o @ Poés-Graduacao
Cientifica e Tecnologica |l AR ey

G, % -y - —
SR ——_— =

Characterization of synaptic abnormalities in a model of multiple
sclerosis induced by cuprizone and their regulation by treatment with
pranlukast

Daniel Areias da Silva Raquita, Ana Carolina de Padua Alpino Pereira, Ana Beatriz de Sa e Sheila
Espirito Santo Araujo

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease of the central nervous system,
leading to various impairments, including visual ones. Recently, synaptopathy has been described as
part of the pathophysiology of MS, but its mechanisms have been poorly explored. Our group has
demonstrated an imbalance between excitatory and inhibitory transmission in visual subcortical
pathways, with inhibitory predominance. Furthermore, MS is still an incurable disease, and in clinical
practice, anti-inflammatory drugs are commonly used to slow down its progression. In this context, the
medication pranlukast (PLK), an anti-inflammatory used in asthma treatment, emerges as a possible
drug to counteract synaptic loss due to its ability to inhibit the Rho-A pathway, which is related to the
inhibition of neuroplasticity. Therefore, our study aims to investigate synaptic alterations in the visual
cortex of mice in the cuprizone-induced model of MS and to examine the effects of PLK treatment on
these aspects. Cuprizone is a drug that causes the characteristic inflammatory demyelination seen in
MS. We used adult Swiss mice divided into three groups and treated for five weeks: Control (CNT), fed
with regular food and intraperitoneally injected with saline solution; CPZ, fed with food mixed with 0.2%
cuprizone and injected with the same solution as the CNT group; and PLK, fed with food mixed with
cuprizone and injected with PLK (0.1mg/kg). At the end of the treatment, the animals' brains were fixed,
dissected, cryoprotected, processed, and subjected to immunohistochemical analysis. Samples of the
visual cortex were also obtained for Western blotting analysis. In histology, specifically, we evaluated
the layer IV of the visual cortex. We performed immunostaining for synaptophysin (SYN, a general
presynaptic marker) and observed a decrease in SYN labeling in the CPZ group compared to the CNT
group. Subsequently, we performed immunostaining for gephyrin (an inhibitory postsynaptic marker)
and found an increase in gephyrin density in the CPZ group compared to the CNT group. Finally, we
analyzed the expression of GLT-1 (glutamate transporter) by Western blotting and found no difference
between the groups. Therefore, our data suggest that the inflammatory demyelination in MS, as well
as in the subcortical visual nucleus, leads to excitatory synaptic loss in the visual cortex, while
promoting an increase in inhibitory synapses, which may be related to visual impairments in MS. The
effects of PLK on these abnormalities are still under investigation.
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