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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatdria crénica do sistema
nervoso que afeta predominantemente adultos jovens. O declinio neuroldgico
irreversivel na EM é causado principalmente pela degeneracdo de axdnios
desmielinizados (Kipp et al, 2012).

As terapias tradicionais ndo podem efetivamente evitar a progressao
cronica e irreversivel da doenca, e a descoberta de agentes terapéuticos que
previnem a destruicdo das bainhas de mielina ou aceleram o processo de
remielinizacdo e reparo de tecidos tornou-se indispensavel. Fitonutrientes
possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias e tém grande potencial
no terapéutico pois estes fatores possuem um papel importante no
desenvolvimento de um numero de doencas neurodegenerativas, tais como
doenca de Alzheimer e a prépria EM (Acar et al, 2012;. Tasset et al, 2012). As
antocianinas (ANT) sdo fitonutrientes que possuem grupos fendlicos em sua
estrutura e tém sido amplamente estudadas devido as suas propriedades
antioxidantes e neuroprotetoras (Williams e Grayer, 2004; Williamson e Clifford,
2010).

Considerando-se que a EM é uma doencga desmielinizante inflamatoéria
acompanhada por fendmenos excitotoxicos que levam a uma perda na
neurotransmissao e a producdo de mediadores pré-inflamatérios, foi investigado
se as ANT sdo capazes de suprimir a secrecdo de efeitos pro-inflamatorios
induzidos pela desmielinizagdo na ponte em ratos.

2. METODOLOGIA

Ratos Wistar machos (3 meses de idade) pesando 300-350g foram utilizados
no estudo. A desmielinizacdo causada por brometo de etidio (BE) foi realizada da
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seguinte maneira: injecdes de BE (0,1% de solugcdo salina, 10mL) na ponte
cisterna (basal) foram feitas a fim de induzir lesdes desmielinizantes que
comprometessem de 1/3 a 1/2 da ponte, conforme Graca 2001. Os ratos foram
tratados por sonda gastrica com ANT (30 e 100mg/kg de peso corporal), durante
este periodo (cerca de 10:00 h). Os ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente
em seis grupos de 10 animais: 1: controle, 2: ANT 30mg/kg, 3: ANT 100mg/kg, 4:
BE, 5: BE mais ANT 30mg/kg e 6: BE mais ANT 100mg/kg. As antocianinas e o
brometo de etidio foram dissolvidos em solucéo salina.

Os animais foram anestesiados e depois sacrificados; o cérebro foi
removido, e a ponte foi separada. Em seguida, a ponte foi colocada numa solucao
de 10mM Tris-HCI e 0,1mM EDTA, pH 7,4, em gelo. A estrutura do cérebro foi
homogeneizada em um frasco de vidro na solucdo de Tris-HCIl. Apds a
centrifugacédo de 1.500g a 4°C durante 15 minutos, aliquotas de sobrenadante
foram armazenadas a -80 °C para analises posteriores.

A quantificacdo de citocinas na ponte foi avaliada por ELISA utilizando kits
comerciais para IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y (eBioscience, San Diego, EUA),
de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Em sintese, microplacas de 96 pocos
foram sensibilizadas com o anticorpo primério, a temperatura ambiente durante 30
minutos, e, em seguida, a amostra foi adicionada e incubou-se a 37°C durante 30
min. Apos a lavagem, foi adicionado o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase e incubou-se. A presenca e concentracdo de citocinas foram
determinadas pela intensidade da cor medida por espectrometria de um leitor de
ELISA.

A andlise estatistica dos testes foi realizada por ANOVA de um ou dois
fatores. P <0,05 foi considerado para representar uma diferenga significativa em
todos os experimentos. Todos os dados foram expressos como a média + erro
padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A desmielinizacdo experimental aumentou os indices de IL-1B3, e os
tratamentos de 30 e 100 mg/kg foram capazes de frear o aumento de IL-1B [F2,
32 = 80,95; p <0,001, grafico A], como mostra a Figura 1. O mesmo efeito foi
observado para niveis de IL-6 [F2, 32 = 70,84; p <0,001, grafico B]. O grafico C
mostra que a desmielinizacdo experimental reduziu o teor de IL-10, uma
importante molécula anti-inflamatdria. O tratamento com ANT em ambas as doses
impediu a reducéo do nivel de IL-10 no grupo EB [F2, 32 = 8,88; p <0,001, grafico
C]. Além disso, a ANT 100mg/kg reduziu a IL-1B3, e 30 e 100mg/kg proporcionou
um aumento na producdo de IL-10. Pode ser visto que a desmielinizagao
experimental promoveu um aumento nos niveis de IFN-y e TNF-a. As doses de 30
e 100mg/kg de ANT foram capazes de impedir o aumento de INF-y [F2, 32 = 4,92;
p <0,05, grafico D] e TNF-a [F2, 32 = 165,70, p <0,05, grafico E] na ponte de ratos
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experimentalmente desmielinizados. Além disso, a ANT 100mg/kg reduziu os
niveis de IFN-y e TNF-a.
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Figura 1: niveis de marcadores inflamatérios nos animais
experimentalmente desmielinizados com EB e tratados com ANT.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho, verificou-se que o tratamento com antocianinas inibiu
parcialmente a exacerbacédo da inflamacgé&o induzida pelas interleucinas na ponte
dos animais. Finalmente, podemos sugerir que as ANT poderiam ser candidatas
promissoras para as novas engenharias de farmacos adjuvantes ao tratamento
convencional para a esclerose multipla, bem como um possivel alvo para ensaios
clinicos de flavonoides.
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