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A Esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune complexa, pois vários processos 
fisiopatológicos, incluindo inflamação, desmielinização, lesão axonal e mecanismos de 
reparo estão envolvidos em seu aparecimento. Atinge o sistema nervoso central (SNC), 
podendo afetar tanto o encéfalo quanto a medula. Pesquisas têm demonstrado que 
alterações na resposta imune e a presença dos eventos pró-inflamatórios, poderiam levar ao 
surgimento da patologia e dos surtos na EM. Nesse contexto, torna-se importante o estudo 
das enzimas colinesterases, tais como: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase 
(BChE), bem como dos biomarcadores inflamatórios e nucleotídeos e nucleosídeos de 
adenina e da enzima  adenosina desaminase (ADA) na EM, pois todos estes parâmetros 
estão envolvidos na regulação do sistema imune e nos processos pró e/ou anti-
inflamatórios. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a atividade da AChE em linfócitos e 
sangue total bem como a atividade das enzimas BChE e ADA e os níveis da IL-1, IL-6, IL-10, 
IFN-γ, TNF-α e proteína C-reativa (CRP) em soro. Adicionalmente, foram avaliados também 
os níveis de ATP, ADP, AMP, adenosina, inosina, hipoxantina e ácido úrico em indivíduos 
saudáveis e no soro de pacientes com a forma remitente-recorrente da EM (RREM). Os 
resultados obtidos demonstraram um aumento na atividade da AChE em linfócitos assim 
como em sangue total e da BChE em soro de pacientes quando comparados com indivíduos 
saudáveis (P<0.05). Também, foi observado em soro, um aumento nos níveis da IL-1, IL-6, 
IFN-γ, TNF-α e proteína C-reativa e uma diminuição na IL-10, em pacientes com RREM 
quando comparados com o grupo controle. Outra constatação importante foi o aumento da 
atividade da ADA em soro nos pacientes com RREM, em comparação com o grupo controle. 
Além disso, os resultados das análises dos nucleotídeos em soro demonstraram que os 
níveis de ADP, AMP, adenosina foram aumentados em portadores de RREM, enquanto que 
os níveis de ATP foram diminuídos nesse grupo. Os resultados descritos aqui sugerem que 
a atividade das colinesterases, e os biomarcadores inflamatórios e purinérgicos estão 
alterados em pacientes com RREM, sugerindo assim uma resposta inflamatória exacerbada. 
Esses achados poderão ser úteis para ampliar a janela terapêutica para o tratamento e 
monitoramento desta doença. 
 
Palavras-chave: Esclerose múltipla. Colinesterases. Adenosina desaminase. Inflamação. 
Citocinas. Nucleotideos. 
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Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease complex, since several pathophysiological 
processes, including inflammation, demyelination, axonal damage and repair mechanisms 
are involved in its emergence. It attacks the central nervous system (CNS) and may affect 
both brain and bones. Researches have shown that changes in the immune response and 
the presence of pro-inflammatory events may lead to the emergence of pathologies and 
relapses in the MS. In this context, it becomes important to study cholinesterase enzymes 
such as acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) as well as the 
inflammatory biomarkers and nucleotides and nucleosides of adenine and adenosine 
deaminase (ADA) because all these parameters are involved in regulating the immune 
system and pro- and/or anti-inflammatory processes. Thus, the objective of this study was to 
verify the AChE activity in lymphocytes and whole blood as well as the activity of BChE and 
ADA enzymes and the levels of IL-1, IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α and C-reactive protein (CRP) 
in serum. Additionally, we evaluated the levels of ATP, ADP, AMP, adenosine, inosine, 
hypoxanthine, and uric acid in healthy subjects and in the serum of patients with the 
relapsing-remitting form of MS (RRMS). Results showed a significant increase in the AChE 
activity in lymphocytes as well as whole blood and serum BChE in patients compared with 
healthy subjects (P <0.05). Also, we observed an increase in serum levels of IL-1, IL-6, IFN-
γ, TNF-α and C-reactive protein (CRP) and a decrease in IL-10 in patients with RRMS when 
compared to the control group. Another important finding was the increased ADA activity in 
serum in patients with RRMS compared to the control group. Furthermore, results of the 
nucleotide analysis in serum showed that the levels of ADP, AMP and adenosine were 
increased in carries of RRMS, whereas ATP levels were decreased in this group. The results 
described here suggest that the cholinesterase activity, biomarkers and purinergic 
inflammatory are altered in patients with RRMS, suggesting thus an exacerbated 
inflammatory response. These findings may be useful to extend the therapeutic window for 
the treatment and monitoring of this disease. 
 
Keywords: Multiple Sclerosis. Cholinesterases. Adenosine deaminase. Inflammation. 
Cytokines. Nucleotides. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As seções Materiais 

e Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-se no próprio 

manuscrito e representam a íntegra deste estudo. 

 O item Conclusões encontra-se no final desta dissertação e apresenta 

interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. 

 As referências referem-se somente às citações que aparecem no item 

Introdução desta dissertação. 

 O manuscrito está estruturado de acordo com as normas para a publicação da 

revista científica Journal of Neurology. 

 

 

 

 

 

 



 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

Na maioria dos neurônios, a passagem do impulso nervoso necessita da 

presença da bainha de mielina, para que ocorra o processamento da informação, e 

assim, as tarefas impostas ao indivíduo, possam ser executadas corretamente. A 

bainha de mielina facilita a condução do impulso nervoso, através do aumento da 

velocidade do impulso elétrico, pela condução “saltatória”, gerando assim, uma 

comunicação rápida entre sistema nervoso central (SNC) e o restante do corpo 

(CASTRO; BRIBIÁN; ORTEGA, 2013). Essa estrutura membranosa é sintetizada 

pelos oligodendrócitos presente no SNC e pelas células de Schwann no sistema 

nervoso periférico (SNP). 

No entanto, pode ocorrer um comprometimento nesta homeostase do sistema 

nervoso, em um processo conhecido como desmielinização (Figura 1), o qual é 

caracterizado por danos ou perda da bainha de mielina que reveste os axônios, 

geralmente acompanhada de infiltração perivascular de linfócitos, glóbulos 

vermelhos e células mononucleares (PEIREIRA et al., 1996). São referidas como 

doenças desmielinizantes, as patologias que causam danos ou destruição das 

bainhas de mielina no SNC e SNP (BUTTMANN; KAVERI; HARTUNG, 2013). Dentre 

estas doenças que provocam desmielinização no SNC, em humanos, destaca-se a 

esclerose múltipla (EM). 

 
Figura 1 – Representação da bainha de mielina normal e após o processo de 
desmielinização (Adaptado de MALONI, 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buttmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23791035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maloni%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454903
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As primeiras descrições clínico-patológicas da EM tiveram início em 1858, 

com Jean Charcot, que realizou uma tentativa inicial de critérios diagnósticos para 

esta doença, e a chamou primeiramente de “esclerose em placas disseminadas”. 

Mais tarde esta foi descrita como “esclerose disseminada” e somente, na década de 

1960 ficou conhecida como “esclerose múltipla” (GAFSON; GIOVANNONI; 

HAWKES, 2012). As palavras escolhidas para caracterizar a doença foram 

escolhidas devido às múltiplas áreas de cicatrização (esclerose) que representam 

vários focos de desmielinização no SNC. Assim deram-se prosseguimento a vários 

estudos, e apenas em 1949, Elvin Kabat confirmou que havia um componente 

imunológico nesta doença, através da detecção do aumento de imunoglobulinas no 

líquor de pacientes (MOREIRA et al., 2002). 

A EM é uma desordem desmielinizante e neurodegenerativa 

(KOUTSOURAKI; COSTA; BALOYANNIS, 2010), sendo a principal doença de 

carater inflamatório que afeta o SNC (REYNOLDS et al., 2011). Representa a causa 

mais comum de incapacidade neurológica crônica não traumática em adultos jovens, 

gerando assim, grande impacto econômico à sociedade, pois, muitas vezes estes 

indivíduos em plena idade economicamente ativa, acabam afastando-se de suas 

atividades laborais (REIPERT, 2004; JORDY; TILBERY; FAZZITO, 2008; HASSAN-

SMITH; DOUGLAS, 2011; ELLIS; MOTL, 2013).  

Além disso, é considerada uma doença autoimune, caracterizada por 

neuroinflamação e neurodegeneração no SNC (DARVESH et al., 2010; KIPP; STAR; 

VOGEL, 2012). Ocorre agregação de múltiplas placas de desmielinização na 

substância branca encefálica e medular (GEURTS; BARKHOF, 2008), que levam a 

perda multifocal de mielina e destruição de axônios (BRUCK, 2005; COMPSTON; 

COLES, 2008), podendo atingir o encéfalo e a medula espinhal. Esta patologia 

apresenta episódios repetidos de disfunção neurológica com remissão variável 

(COSTA et al., 2005). 

De acordo com a World Health Organization (WHO, 2008) a incidência média 

de EM no mundo é 2,5/100.000 habitantes e a prevalência é 30/100.000 habitantes. 

Estudos estimam que haja em torno de 2 a 2.5 milhões de casos de EM no mundo, 

entretanto, a incidência é maior em populações que residem em áreas de clima 

temperado (JORDY; TILBERY; FAZZITO, 2008) e maiores latitudes, como, por 

exemplo, o Canadá, os Estados Unidos, a Escócia e a Suécia (MILO; KAHANA, 

2010; DOBSON; GIOVANNONI; RAMAGOPALAN, 2013), sugerindo que a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reynolds%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21626034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ellis%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23632452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Geurts%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18703006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Compston%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18970977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coles%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18970977
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localização geográfica possui um papel importante na susceptibilidade à doença 

(KURTZKE, 2000). 

No Brasil, a prevalência da EM, também apresenta grandes variações entre 

as regiões, sendo mais frequente no sul e sudeste do país do que no norte e 

nordeste (CARDOSO et al., 2006). Esta diferença é de aproximadamente 1,36 casos 

por 100.000 habitantes nas áreas equatoriais (FERREIRA et al., 2004) para 12,5 por 

100.000 habitantes no sudeste (RIBEIRO et al., 2011). Além disso, pesquisas 

recentes têm evidenciado que indivíduos que nascem na primavera brasileira são 

mais propensos ao desenvolvimento desta patologia. Sendo que essa predisposição 

pode ser resultante da baixa exposição à luz solar durante os períodos críticos da 

gestação, com consequente deficiência de vitamina D, a qual auxilia na modulação 

do sistema imune (WILLER et al., 2005; BECKER et al., 2013). Conforme 

Finkelsztejn et al. (2009), o estado do Rio Grande do Sul é o segundo em números 

de internações hospitalares para o tratamento desta doença. 

A EM afeta adultos jovens na faixa etária de 20 - 40 anos sendo a incidência 

maior no sexo feminino e na raça branca (HENRIKSEN; SORENSEN, 2011; 

TROJANO et al., 2012). É menor a incidência na raça negra (MARRIE, 2011), 

entretanto, pesquisas recentes relatam uma progressão mais exacerbada da doença 

em indivíduos afro-descendente (FERREIRA et al., 2010). Além disso, cabe ressaltar 

que a EM também vem sendo diagnosticada em crianças e adolescentes (NESS et 

al., 2007) demonstrando assim, que podem haver outros fatores relacionados com o 

aparecimento desta doença, como influência hormonal e genética (BANWELL et al., 

2007). 

Clinicamente, o indivíduo com EM pode apresentar uma variedade de sinais e 

sintomas neurológicos e o curso da doença, é bastante variável (LASSMAN, 2005), 

dependente da forma de EM e dos locais de lesões no SNC (KOUTSOURAKI; 

COSTA; BALOYANNIS, 2010). É comum aparecerem sintomas como: fadiga 

muscular crônica, espasticidade, visão dupla, além de déficits cognitivos, disfunção 

vesical e intestinal, dentre outras alterações (DeBOLT; McCUBBIN, 2004; KES et al., 

2013). Entretanto, os sintomas mais comuns são déficits motores (fraqueza, fadiga e 

falta de equilíbrio) e sensitivos (hipoestesias ou anestesias), alterações visuais e 

esfincterianas (BEN-ZACHARIA, 2011).  

Segundo Callegaro et al. (2001), após 10 anos do início dos sintomas, 50% 

dos pacientes poderão estar inaptos para realizarem atividades profissionais e até 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willer%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15585537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Becker%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23597669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trojano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23133550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banwell%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17884679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kes%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23837280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ben-Zacharia%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21425263
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mesmo, domésticas. Neste contexto, alguns estudos têm associado à degeneração 

axonal como determinante para o surgimento dessas incapacidades (CORREALE; 

MELI; YSRRAELIT, 2006). De acordo com a sintomatologia e achados clínicos, 

existem quatro diferentes subtipos conhecidos para a EM: forma remitente-

recorrente, forma progressiva secundária, forma progressiva primária e a 

progressiva-recorrente (Figura 2) (Das UN, 2012; MALONI, 2013).  

A maioria dos pacientes, cerca de 80% dos casos (NOSEWORTHY et al., 

2000; STÜVE; OKSENBERG, 2010), inicia seu quadro clínico com a forma 

remitente-recorrente, também conhecida como surto remissão, caracterizada por 

episódios de desmielinização com episódios agudos de disfunção neurológica, 

seguidos por períodos de remielinização com remissão parcial ou completa dos 

sintomas e estabilidade clínica entre as recidivas (CONFAVREUX et al., 2000; 

REIPERT, 2004). Com o passar do tempo, a remielinização torna-se menos 

frequente e a forma remitente-recorrente de EM (RREM) transforma-se na forma 

progressiva secundária, comprometendo axônios e levando a um aumento 

irreversível dos déficits neurológicos (BJARTMAR; WUJEK; TRAPP, 2003). Alguns 

pacientes, no entanto, desde o início da doença manifestam sinais neurológicos 

progressivos, os quais caracterizam a forma progressiva primária da EM (REIPERT, 

2004). Já a progressiva-recorrente é a forma menos frequente entre os pacientes e 

caracteriza-se por ser mais agressiva, uma vez que, os sinais e sintomas 

neurológicos não regridem. Sendo assim, há um declínio das habilidades físicas dos 

pacientes ao longo do tempo (SEIXAS et al., 2009). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correale%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17137182
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Figura 2 – Formas de esclerose múltipla (Adaptado de MALONI, 2013). 

 

 

O diagnóstico e a classificação do subtipo clínico em que o paciente se 

enquadra são de difícil precisão, por conseguinte, baseados em diversos parâmetros 

como: achados clínicos referente às lesões, análise de fluido cérebro-espinhal, 

histórico do paciente e, estudos de imagem como a ressonância magnética de crânio 

e medula, um método não invasivo, bastante sensível para detecção de lesões no 

SNC (WAKERLEY; NICHOLAS; MALIK, 2008; FILIPPI; ROCCA, 2013). 

Essa possível dificuldade na obtenção do diagnóstico advém da característica 

“flutuante” da doença, pois os sintomas surgem e muitas vezes desaparecem, com 

sinais neurológicos intermitentes. Assim, em alguns casos outros exames podem ser 

requeridos pelos neurologistas. Dentre eles, a verificação dos potenciais evocados, 

no qual ocorre o registro das respostas elétricas no encéfalo após diferentes 

estímulos exteroceptivos. Sendo que em indivíduos com EM observa-se uma 

resposta mais lenta ou bloqueada após estes estímulos, devido ao 

comprometimento na condução dos sinais nervosos (FERNÁNDEZ et al., 2012). 

 É neste cenário que vários critérios vêm sendo propostos para o diagnóstico 

desta doença desmielinizante, tendo iniciado com Charcot, através de análises de 

uma série de casos (MINGUETTI, 2001). Atualmente, o padrão adotado para 

estudos clínicos são os critérios de McDonald, propostos em 2001, mas com 

algumas retificações em 2010, que visam um diagnóstico mais rápido, com maior 

especificidade e sensibilidade (POLMAN et al., 2011). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maloni%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fern%C3%A1ndez%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22995526
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Polman%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21387374
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Ressalta-se, ainda, que, a EM apresenta um curso, geralmente episódico com 

frequentes intervalos de exacerbações seguidos por períodos de remissões, assim, 

apresenta uma evolução variável e imprevisível (VAN HORSSEN et al., 2011). 

Entretanto, a literatura mostra que quando as recidivas tornam-se mais frequentes 

em pacientes com a RREM, há um aumento de suas incapacidades (LUBLIN; 

BAIER; CUTTER, 2003). Mesmo com os déficits que se estabelecem, no decorrer 

dos anos, nos portadores de EM, estudos apontam uma expectativa de vida de 

aproximadamente 35 anos de vida, após o diagnóstico. No entanto, a maioria desses 

indivíduos morre cerca de 5 a 10 anos mais cedo que a população em geral (RUNIA; 

VAN PELT-GRAVESTEIJN; HINTZEN, 2012). 

 Apesar dos investimentos em pesquisas com novos tratamentos para a EM, a 

sua cura ainda não foi encontrada. Assim, os sintomas desta doença são 

minimizados utilizando-se medidas farmacológicas, bem como, não farmacológicas, 

tais como: reabilitação, alterações no estilo de vida e suporte psicossocial (BEN-

ZACHARIA, 2011). Por conseguinte, o objetivo principal do tratamento é prevenir a 

progressão da doença, como também, o acúmulo de incapacidades motoras, 

cognitivas e sensitivas (COMPSTON, 2004). 

 O tratamento padrão para as recidivas da EM em pacientes com a RREM 

visando uma recuperação rápida e eficaz nos momentos de recaídas (surtos), é o 

uso de glicocorticóides, dentre eles, a metilprednisolona intravenosa é a mais 

utilizada (ZIVADINOV et al., 2008). A administração desta droga é realizada através 

de pulsos cíclicos e a mesma, possui diversos mecanismos de ação (MOREIRA et 

al., 2002), podendo inibir a proliferação de células T e a produção de citocinas 

(TISCHNER; REICHARDT, 2007).  

A primeira linha de terapia para o tratamento contínuo dos pacientes com a 

RREM é realizada através de administração de drogas imunomoduladoras, também 

conhecidas como modificadoras da doença, dentre estas pode-se citar: o interferon 

beta (IFN-β) e acetato de glatirâmer, para os quais existem vários nomes comerciais. 

Esses medicamentos são adotados por serem considerados modificadores da 

doença, pois induzem a remissão ou controle da EM, desse modo, retardam a sua 

progressão (McGRAW; LUBLIN,  2013). Estudos demonstram que, na maioria dos 

casos, ambos os tratamentos, são bem tolerados e eficazes (POHL et al., 2007). Em 

relação aos interferons (IFNs), esses são citocinas que ocorrem naturalmente, e que 

possuem propriedades anti-inflamatórias. Neste sentido, o IFN-β é uma forma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zivadinov%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17945260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGraw%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23264098
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recombinante destas citocinas, utilizado para modular a resposta inflamatória, 

inibindo agentes pró-inflamatórios e aumentando mediadores anti-inflamatórios 

(KIESER, 2011). Já, o acetato de glatirâmer é uma combinação de quatro 

polipeptídeos sintéticos (L-ácido glutâmico, L-alanina, L-tirosina e L-lisina) que 

mimetizam a proteína básica de mielina, um dos principais componentes da bainha 

de mielina (KALA; MIRAVALLE; VOLLMER, 2011). Esta droga foi criada para 

competir com a proteína básica de mielina pela ligação ao complexo principal de 

histocompatibilidade, sendo capaz de afastar essa proteína das células 

apresentadoras de antígeno (SCHREMPF; ZIEMSSEN, 2007).  

Observando a crescente incidência da EM, alguns estudos têm divergido 

quanto à eficácia das terapias convencionais adotadas, como IFN-β e acetato de 

glatirâmer, alegando que estes fármacos não estão sendo eficazes para o 

tratamento desta desordem desmielinizante, pois, em muitos casos não conseguem 

controlar os linfócitos autorreativos (MOHYEDDIN BONAB et al., 2013). 

Vale ressaltar, que os aspectos etiológicos desta doença ainda constituem o 

principal alvo de exaustivos estudos. Entretanto, a hipótese patogênica mais aceita é 

que a mesma seja oriunda de uma predisposição genética associada a um fator 

ambiental desconhecido que, ao se apresentarem num mesmo indivíduo, originariam 

uma disfunção no sistema imune (SOTGIU et al., 2004; COMPSTON; COLES, 

2008). Essa disfunção mantém os linfócitos T ativados, os quais atravessam a 

barreira hematoencefálica (BHE), desenvolvem uma ação lesiva contra a mielina e 

os oligodendrócitos (AKTAS; WAICZIES; ZIPPI, 2007). Sendo assim, pode-se 

concluir que os principais eventos envolvidos nas lesões da EM incluem o 

rompimento da barreira hematoencefálica, inflamação, desmielinização e morte de 

oligodendrócitos (TRAPP; NAVE, 2008; DUTTA; TRAPP, 2011). 

A BHE é um importante componente da rede de comunicação que conecta o 

encéfalo e a medula aos tecidos periféricos, além disso, funciona como uma 

interface que limita e regula a troca de substâncias entre o sangue e o SNC 

(CORREALE; VILLA, 2009). Sob condições fisiológicas, esta barreira não permite 

comunicação entre muitas substâncias químicas presentes no sangue e o SNC. No 

entanto, sua permeabilidade pode ser afetada pela ação das citocinas pró-

inflamatórias (YU et al., 2008; HUPPERT et al., 2010). 

Estudos têm demonstrado que as citocinas possuem um papel importante na 

patogênese da EM. As citocinas pró-inflamatórias ativam o sistema imunitário 
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periférico e assim, direta ou indiretamente, afetam os oligodendrócitos e 

consequentemente a bainha de mielina (SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Após o 

rompimento da BHE e consequente passagem de linfócitos, ocorre a infiltração de 

células inflamatórias no SNC via circulação e esta resposta vem sendo associada 

com a inflamação durante os estágios iniciais da doença (HOCHMEISTER et al., 

2006).  

Sabe-se que, a hematopoiese envolve a produção de granulócitos, monócitos, 

células vermelhas do sangue, plaquetas e células progenitoras linfóides que podem 

diferenciar-se em linfócitos T, B ou NK (natural killer), dependendo do microambiente 

em que estão inseridas (GILBOA-GEFFEN; HARTMANN; SOREQ, 2012). Estas 

células respondem rapidamente a uma grande variedade de estímulos, tendo sua 

produção regulada por citocinas e quimiocinas, as quais são capazes de ativar essas 

populações celulares (CAVAZZANA et al., 2011). 

 A imunidade celular é realizada pelos linfócitos T, os quais se subdividem em: 

linfócitos T citotóxicos (CD8+), que, quando ativados, atuam eliminando células 

infectadas, e em linfócitos T helper (CD4+), que atuam secretando citocinas 

reguladoras do sistema imune (WEISSERT, 2013). Após ativação, as células T 

diferenciam em várias populações com diferentes funções, os linfócitos T helper 

liberam citocinas específicas que formam a base para a mediação celular/pró-

inflamatória (Th1, Th17), a imunidade humoral/anti-inflamatória (Th2), e atividade de 

supressão/regulamentação (Tr1,Treg) (COMABELLA; KHOURY, 2012; MOHYEDDIN 

BONAB et al., 2013) (Figura 3).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sospedra%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15771584
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Figura 3 – Diferenciação funcional de células T (Adaptado de COMABELLA; 
KHOURY, 2012). 

 

 

 As células T são as principais responsáveis por impulsionar a resposta imune 

nos processos imunopatológicos (BUC, 2013). Estudos demonstraram que os 

linfócitos T e os macrófagos figuram entre os principais componentes dos infiltrados 

inflamatórios na EM (JUNKER et al., 2007; COMABELLA; KHOURY, 2012). É bem 

documentado na literatura, que as células T CD4+ (Th1), e, por conseguinte, as 

citocinas pró-inflamatórias, estão associadas com a indução desta doença, bem 

como, com sua progressão (BEGOLKA et al., 1998). 

Além disso, as células B também parecem estar intimamente relacionadas 

com o aparecimento de lesões desmielinizantes (FRISCHER et al., 2009) e com a 

promoção da neuroinflamação, através da secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

tais como TNF-α e linfotoxinas (BAR-Or et al., 2010). Por outro lado, as células B 

também possuem propriedades imunossupressoras, pois elas podem aumentar a 

secreção de IL-10, e consequentemente, limitar a resposta de células T CD4+ pró-

inflamatórias (FILLATREAU et al., 2002). Assim, este cenário sugere que a EM 

apresenta um processo inflamatório mediado tanto pelo sistema imune celular 

quanto pelo humoral, os quais podem vir a contribuir para a desmielinização, dano 

axonal, e, por conseguinte, o surgimento da EM (FRANCIOTTA, 2008) (Figura 4). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Begolka%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9780223
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Figura 4 – Mecanismos envolvidos na patogênese da EM. (1) ativação periférica; (2) 
migração de linfócitos ativados através da BHE; (3) reativação de linfócitos T no 
SNC e secreção de mediadores pró-inflamatórios; (4) indução da desmielinização; 
(5) dano axonal (Adaptado de CORREALE et al., 2012). 

 

 

Como já mencionado anteriormente, os mediadores pró-inflamatórios, estão 

diretamente ligados a doenças como a EM, contudo, não atuam apenas como 

reguladores, mas também, como efetores citotóxicos, uma vez que vários estímulos 

pró-inflamatórios são conhecidos por induzir a morte de oligodendrócitos 

(ANDREWS; ZHANG; BHAT, 1998; MOLINA-HOLGADO et al., 2001). Acredita-se 

que a imunopatogênese da EM esteja associada a um desiquilíbrio entre as citocinas 

produzidas por Th1 e Th2 (COMABELLA; KHOURY, 2012). 

Diante do exposto, a influência das citocinas na EM é extremamente 

importante, uma vez que o processo inflamatório inicia, este leva à produção de uma 

variedade de citocinas pró-inflamatórias, tais como as interleucinas (IL-1), (IL-6), 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), os interferons (IFNs), e, à diminuição das 

citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. Essa desproporção entre as citocinas pró 

e anti-inflamatórias também pode causar um aumento da produção de radicais livres 

(Das UM, 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correale%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22937527
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A interleucina-1 (IL-1) é uma citocina pleiotrópica expressa durante o 

desenvolvimento normal do SNC, bem como, aparece elevada em doenças 

inflamatórias desmielinizantes (VELA et al., 2002). Esta citocina é rapidamente 

regulada em resposta a insultos locais ou periféricos, medeia respostas de defesa 

em lesões locais e sistêmicas, neuroinflamação, morte celular, e em doenças crônico 

degenerativas, tais como a EM (ROTHWELL; LUHESHI, 2000). Além disso, nesta 

patologia a IL-6, uma citocina pró-inflamatória, comumente mostra-se elevada 

(SCHÖNROCK; GAWLOWSK; BRÜCK, 2000). Segundo MATSUSHITA e 

colaboradores (2013), a IL-6 serve como um marcador de amplificação da resposta 

inflamatória, bem como, apresenta uma correlação positiva com o grau de 

incapacidades neurológicas dos pacientes com EM.  

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) é classicamente uma citocina pró-

inflamatória, ativado por macrófagos, podendo iniciar e sustentar a resposta 

inflamatória, contribuindo assim, para o surgimento de lesões no SNC (KOLLIAS et 

al., 1999).  

Já o IFN-γ, atua como uma citocina homodímera, classicamente envolvida na 

defesa contra os vírus, mas também participa no combate a bactérias e tumores 

(FRICKE et al., 2006). Produzido pelas células NK e NKT que pertencem ao sistema 

imunológico inato, desempenha um papel importante tanto na imunoestimulação 

quanto na imunomodulação (PETERMANN; KORN, 2011), e estimula a 

diferenciação de células Th1, entretanto, inibe a diferenciação das células Th2 

(SEDER; PAUL, 1994). 

A IL-10, é uma citocina anti-inflamatória, imunoregulatória que pode ser 

utilizada como um biomarcador na EM (BIELEKOVA; MARTIN, 2004). Essa 

interleucina reduz os danos celulares e, por conseguinte, melhora a reparação de 

lesões em doenças inflamatórias desmielinizantes, através da proteção aos 

oligodendrócitos e seus progenitores (MOLINA-HOLGADO et al., 2001). A literatura 

mostra que, a terapia com IFN-β, leva a um aumento significativo na produção de IL-

10 em indivíduos com a RREM, e este seria um resultado benéfico para os 

portadores da doença, pois gera uma redução de citocinas pró-inflamatórias, visando 

a homeostase (MIRANDOLA et al., 2009). 

Estudos têm demonstrado que os níveis séricos de TNF-α e IFN-γ, 

apresentam-se elevados em pacientes com EM, durante a fase aguda da doença, 

podendo induzir ao aparecimento dos sintomas (HOHNOKI; INOUE; KOH, 1998). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sch%C3%B6nrock%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11044583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsushita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23637915
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27 

Além disso, algumas pesquisas relatam um aumento nos níveis de IFN-γ e IL-6, bem 

como, do TNF-α e IL-10 em pacientes RRMS, sugerindo que, ainda há na fase de 

remissão clínica, um sistema complexo de citocinas pró e anti-inflamatórias, que 

podem interagir para modular a atividade e progressão da doença (KALLAUR et al., 

2013). 

A proteína C-reativa (CRP) é uma proteína de fase aguda, sintetizada no 

fígado, e sua produção é induzida por citocinas tais como, IL-1, IL-6 e TNF-α, 

(SELLNER; GREEVE; MATTLE, 2008). Esta proteína, também vem sendo utilizada 

como um marcador do grau de inflamação em pacientes com EM (HON et al., 2012).  

Neste contexto, trabalhos têm mostrado uma correlação positiva entre o 

aumento dos níveis da CRP e episódios inflamatórios nas recidivas clínicas da EM 

(GIOVANNONI et al., 1996; HON et al., 2009), bem como a elevação dessa proteína 

está relacionada, muitas vezes, com maiores déficits e progressão da doença em 

pacientes com RRMS (SOILU-HÄNNINEN et al., 2005). 

Vale salientar aqui que, o processo de desmielinização pode ser decorrente 

de vários mecanismos, dentre eles: o TNF-α e IFN-γ podem ser tóxicos para os 

oligodendrócitos, como as citocinas podem ativar macrófagos, que então fagocitam 

mielina, e também as citocinas pró-inflamatórias podem estar envolvidas na indução 

de apoptose e subseqüente desmielinização (SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Em 

suma, a inflamação está presente em todas as fases da EM, tanto na fase aguda e 

consequentemente na forma remitente-recorrente, como também, nas formas 

progressivas da doença (FRISCHER et al., 2009). Assim, os processos inflamatórios 

em associação com a formação de espécies reativas, podem ser responsáveis pela 

progressão da doença (NEGRE-SALVAYRE et al., 2008).  

 Estudos demonstraram uma maior probabilidade ao aparecimento de outras 

doenças autoimunes, como por exemplo, psoríase e artrite reumatóide; em 

indivíduos portadores de EM, sugerindo que pode haver genótipos específicos que 

levam ao aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento da autoimunidade 

(BARCELLOS et al., 2006). 

Apesar de ainda ser incerto o evento que leva ao surgimento desta doença, 

as características histológicas da EM, bem como a inflamação crônica, são eventos 

bem descritos na literatura. Supõe-se, que esses processos sejam decorrentes de 

uma disfunção na sinalização imune, levando a uma reação inflamatória persistente, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kallaur%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23292766
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com tempo de sobrevida maior das células imunológicas (CAPPELLANO et al., 

2013). 

O sistema colinérgico é uma das mais importantes vias de modulação do 

SNC. Os componentes desse sistema incluem: a acetilcolina (ACh); a colina-

acetiltransferase (ChAT); o transportador de colina (ChT); o transportador de 

acetilcolina vesicular (VAChT); os receptores muscarínicos (mAChR) e os nicotínicos 

(nAChR) e a acetilcolinesterase (AChE) (Figura 5). O papel clássico do sistema 

colinérgico tem sido atribuído ao seu papel na neurotransmissão colinérgica 

(KAWASHIMA; FUJI, 2000; SARTER; PARIKH, 2005), entretanto, a demonstração 

que linfócitos expressam todos os componentes da sinalização colinérgica tem 

apontado a importância desse sistema também na regulação das respostas 

imunológicas. 

 

 

 

Figura 5 – Esquema da sinapse colinérgica: Acetilcolina (ACh), acetilcolinesterase 
sináptica (AChE-S), receptor muscarínico do tipo 1 (M1), receptor muscarínico do 
tipo 2 (M2), transportador de ACh vesicular (vAChT) (Adaptado de SOREQ; 
SEIDMAN, 2001). 

 

 

 Algumas pesquisas apontam o nervo vago como um possível modulador da 

resposta imune e também, como responsável pelo controle da progressão de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cappellano%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23844334
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doenças inflamatórias através da via “anti-inflamatória colinérgica”. Percebe-se, 

portanto, que há uma relação entre o sistema colinérgico e o imune, pois o nervo 

vago tem como principal neurotransmissor a ACh, e esta quando liberada na fenda 

sináptica, modula através de seus receptores, a produção e liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1 e IL-6 (TRACEY, 2007; 2009). 

Além disso, os linfócitos também podem sintetizar e liberar a ACh, a qual tem 

sido considerada um agente imunomodulador (KAWASHIMA; FUJI, 2003a). A  ACh 

age como um anti-inflamatório (WANG et al., 2003), pois regula a síntese de 

citocinas através de seu efeito agonista com os receptores do tipo α7 nicotínicos 

(α7nAChR). Após a ativação desses receptores expressos na superfície dos 

macrófagos, a ACh induz a uma diminuição na síntese de citocinas pró-inflamatórias 

produzidas por células (PAVLOV; TRACEY, 2005), e concomitantemente mantém a 

produção de citocinas anti-inflamatórias (MARRERO et al., 2011).  

Os efeitos extracelulares da ACh podem ser mediados tanto pela ativação de 

receptores colinérgicos nicotínicos como muscarínicos (LUCAS-MEUNIER et al., 

2003). Contudo, a ativação de receptores nicotínicos, promove o influxo de Ca++ 

intracelular, atenuando a resposta pró-inflamatória de tecidos periféricos (KIMURA et 

al., 2003; CARNEVALE; DE SIMONE; MINGHETTI, 2007), reforçando a idéia de que 

o sistema colinérgico linfocítico está envolvido na regulação da função imune via 

receptores de acetilcolina (AChRs) (KAWASHIMA; FUJII, 2003b; 2004).  

Desse modo, as reações imunes podem ser moduladas através da interação 

e ativação desses receptores pela ACh, uma vez que esta molécula atua inibindo a 

liberação de citocinas como IL-1 e TNF-α (Das UN, 2007). Assim, no sistema 

nervoso, o sistema colinérgico não apenas medeia as interações neuroimunes, 

como também, pode servir como um regulador interno de respostas imunes (NIZRI 

et al., 2006). E ainda, conforme estudos realizados por Tyagi e colaboradores 

(2010), a via anti-inflamatória colinérgica regulada pelo α7nAChR, existente tanto no 

encéfalo como na periferia, pode ser um alvo terapêutico potencial para regular a 

neuroinflamação. 

As funções da ACh no sistema imune irá depender da sua biodisponibilidade 

que pode ser controlada, por exemplo, na sua síntese e degradação (OLIVEIRA et 

al., 2012). O controle homeostático da ACh é efetuado por diferentes enzimas, 

conhecidas como colinesterases. Essas estão envolvidas na hidrólise de ACh em 

vias de sinalização neuronais como não neuronais (GIACOBINI, 2004). Dentre elas, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458013001954#bib60
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marrero%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20859658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tyagi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19586999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Oliveira%20P%22%5BAuthor%5D
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destaca-se a acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7), que é responsável pela 

degradação da ACh em colina e acetato (JAQUES et al., 2011).  

A AChE está presente no encéfalo, junção neuromuscular, eritrócitos e 

linfócitos, e é essencial para regulação da quantidade de ACh na fenda sináptica 

(ANGLISTER et al., 2008), pois, determina a duração e a eficácia da 

neurotransmissão colinérgica (MASSOULIÉ et al., 1993; BRENNER et al., 2008).  

Além disso, atualmente vem sendo um importante alvo relacionado com as 

respostas imunes devido ao fato de estar presente tanto em linfócitos T quanto B, 

com maior expressão em células T (TAYEBAT et al., 2002). 

Essa enzima tem sido alvo terapêutico de muitas doenças do SNC (SILMAN; 

SUSSMAN, 2005). Além do seu papel clássico na atividade catalítica, também 

executa funções na neurogênese, na adesão celular, na sinaptogênese, na 

hematopoiese e trombopoiese (SOREQ; SEIDMAN, 2001). Os inibidores das AChE, 

um vasto grupo de compostos químicos com diferentes propriedades físico-

químicas, estão sendo muito utilizados para o tratamento de várias doenças com o 

objetivo de aumentar os níveis extracelulares de ACh, melhorando assim os déficits 

cognitivos relacionados com doenças neurodegenerativas (POHANKA, 2011). 

Entretanto, tem sido observado que essa classe terapêutica também pode atuar 

como agentes anti-inflamatórios reduzindo a proliferação de células T e a secreção 

de citocinas pró-inflamatórias, sendo este mecanismo dependente da ativação do 

α7nAChR, resultando em aumento da concentração de ACh pela inibição da AChE 

(BRENNER et al., 2008). Estudos também apontam que esses agentes terapêuticos 

são promissores, no tratamento de várias desordens neurológicas, tais como, a 

doença de Alzheimer, demência senil, miastenia gravis e outras patologias que 

envolvam processos inflamatórios (MUKHERJEE et al., 2011). 

De particular importância, estudos prévios realizados em nosso laboratório 

demonstraram que o tratamento com IFN-β diminuiu a atividade da AChE em 

estruturas cerebrais de ratos desmielinizados pelo brometo de etídio, sugerindo que 

os efeitos imunomoduladores desse medicamento pode estar associado com a 

sinalização colinérgica (MAZZANTI et al., 2006). Além disso, evidências indicam que 

a disfunção colinérgica, devido aos processos inflamatórios contra a bainha de 

mielina, contribui para o surgimento da EM (NIZRI et al., 2006) e que uma inibição 

na atividade da AChE pode gerar um efeito positivo em seu tratamento por aumentar 

os níveis de ACh (PORCEL; MONTALBAN, 2006). É importante destacar também 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pohanka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22286807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukherjee%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21222577
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que, um aumento na atividade da AChE tem sido sugerido como marcador de 

inflamação sistêmica de baixo grau em várias doenças; dentre elas, patologias 

neurológicas, diabetes mellitus e hipertensão. Esse aumento, muitas vezes, ocorre 

simultaneamente a uma elevação nos níveis de CRP, IL-6 e TNF-α (Das UN, 2007). 

Estudos já observaram um aumento na atividade da AChE em sangue total, 

bem como, em linfócitos, em patologias, como câncer de pulmão (ZANINI et al., 

2013) e leucemia linfoblástica (BATTISTI et al., 2009) supondo-se uma estreita 

relação entre a elevação na atividade da AChE e a patofisiologia de doenças que 

geram alterações inflamatórias e imunes. Relatos na literatura sobre a atividade da 

AChE em linfócitos de portadores de EM são escassos, entretanto acredita-se que 

ela possa ter um papel relevante nessa patologia, uma vez que, a ACh liberada por 

essas células é responsável pela inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias, 

como TNF-α e IL-1, as quais tem sido descritas por terem um papel fundamental na 

patogênese da doença (KAWASHIMA; FUJI, 2003a; Das UN, 2007) 

Além do envolvimento da AChE na regulação dos níveis plasmáticos de ACh, 

a butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8), também está relacionada a esse processo. 

A BChE é conhecida como uma colinesterase plasmática ou pseudocolinesterase, 

por não ser uma enzima específica para o substrato ACh (POHANKA, 2011). No 

entanto, a BChE é uma enzima capaz de hidrolisar uma grande variedade de 

ésteres incluindo ACh, presente no fígado, plasma, fluido cérebro-espinhal 

(JOKANOVIC, 2009). Esta é expressa em altos níveis na massa branca encefálica, 

na glia e em certas populações de neurônios (DARVESH et al., 2010). Além disso, o 

aumento da sua atividade, em várias condições clínicas pode servir como um 

marcador da inflamação sistemática de baixo grau (Das UN, 2007). 

A BChE pode servir como marcador de desordens neurodegenerativas, tendo 

em vista que também, pode atuar como um co-regulador na neurotransmissão 

colinérgica, bem como, atuar na proliferação celular e crescimento neurítico durante 

o desenvolvimento do sistema nervoso (DARVESH; HOPKINS; GEULA, 2003). 

Segundo Darvesh et al. (2010) essa enzima apresenta a sua atividade aumentada 

como consequencia das lesões causadas pela EM, e isso poderia estar contribuindo 

para a ativação de respostas imunes e pró-inflamatórias. Além disso, dados da 

literatura demonstraram que doenças como Alzheimer e demência causam um 

aumento significativo na atividade dessa enzima, portanto, a inibição da BChE pode 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Battisti%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22560633
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ser benéfica  no tratamento de patologias neurológicas (LANE; POTKIN; ENZ, 2006; 

Zhu et al., 2013).  

Por fim, cabe ressaltar que, o aumento na atividade da AChE e da BChE 

refletem indiretamente em concentrações reduzidas de ACh que, por sua vez, irão 

reforçar eventos inflamatórios locais e sistêmicos, por conseguinte, ambas as 

colinesterases não servem apenas como alvos terapêuticos, mas também podem 

servir como marcadores para predizer o desenvolvimento de doenças com presença 

de processos inflamatórios (RAO; SRIDHAR; Das,  2007). 

 Além do sistema colinérgico, o envolvimento do sistema punérgico também 

tem sido extensivamente estudado nas desordens que envolvem processos 

imunológicos e inflamatórios (SCHETINGER et al., 2007). Esse sistema é formado 

principalmente por: nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares; receptores através 

dos quais esses irão exercer seus efeitos; bem como, ectoenzimas responsáveis 

pelo controle dos níveis extracelulares dessas moléculas (YEGUTKIN, 2008). Esses 

três componentes fazem parte da sinalização purinérgica, a qual vem sendo 

amplamente estudada devido ao seu importante papel na modulação de inúmeros 

processos, dentre eles, a neurotransmissão e a resposta imune e inflamatória 

(BOURS et al., 2006; ABBRACCHIO et al., 2009). 

Os nucleotídeos de adenina ATP, ADP e AMP e seu correspondente 

nucleosídeo adenosina, ao se ligarem a receptores específicos são importantes 

moléculas de sinalização extracelular em vários tecidos (YEGUTKIN, 2008). Os 

nucleotídeos possuem afinidade por receptores P2, os quais segundo estrutura 

molecular são divididos em duas subfamílias: P2Y e P2X. Os receptores P2X 

(ionotrópico) e P2Y (metabotrópico) são expressos no SNC e participam do processo 

sináptico, estando assim particularmente associados com a neurotransmissão 

(MAJUMBER et al., 2007). A ativação de receptores purinérgicos, como o P2, 

altamente expressos em astrócitos, na microglia e linfócitos T pode induzir a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, bem como a migração e a proliferação de 

células imunitárias que irão contribuir para o processo de desmielinização e lesão 

axonal (CIEŚLAK; KOMOSZYŃSKI, 2011). 

O ATP exerce um importante papel em vários processos incluindo: a 

neurotransmissão, a tromboregulação, o controle do tônus vascular, bem como a 

regulação de alterações imunes e inflamatórias (Di VIRGILIO et al., 2005; SEIFFERT 

et al., 2006). Assim, em resposta à estimulação celular, estresse ou dano tecidual  o  
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ATP pode ser liberado no meio e reconhecido por células do sistema imunológico 

como um sinal de perigo, provocando assim, uma variedade de respostas pró-

inflamatórias (JUNGER, 2011). Estudos têm demonstrado que essa molécula 

promove a estimulação e a proliferação de linfócitos T, sendo essencial para a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias como a IL-2 e o IFN-γ (TRAUTMANN, 2009). 

Por outro lado, a adenosina, produto da hidrólise do ATP, desempenha um papel 

importante no controle do sistema imune inato e adaptativo, devido à inibição da 

proliferação de células T e secreção de citocinas (GESSI et al., 2007). Desse modo 

esse nucleosídeo possui tanto ação anti-inflamatória como imunosupressora 

(DEAGLIO et al., 2007).  

A hidrólise dos nucleotídeos extracelulares ATP, ADP e AMP em seu 

respectivo nucleosídeo adenosina, é realizada por várias enzimas conhecidas como 

ectonucleotidases (ATKINSON et al., 2006), as quais estão ancoradas à membrana 

plasmática com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 

2001; ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Dentre estas se destacam: E-

NTPDases (Ecto-nucleotídeo trifosfato difosfoidrolase, EC 3.6.1.5), a ecto-5’-

nucleotidase (EC 3.1.3.5) e ecto-adenosina desaminase (ADA, EC 3.5.4.4) 

(YEGUTKIN, 2008). Juntas essas enzimas formam uma cadeia enzimática cuja 

atuação inicia com a ação da E-NTPDase, a qual catalisa a hidrólise do ATP e do 

ADP formando AMP. Na sequência, a enzima 5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do 

AMP formando adenosina, que logo após, é degradada pela ADA gerando inosina 

(ZIMMERMANN, 2001) (Figura 5). 
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Figura 6 – Cascata de ectoenzimas responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos e 
nucleosídeos de adenina (Adaptado de YEGUTKIN, 2008). 

 

 

As NTPDases são uma família de enzimas que hidrolisam nucleotídeos 

extracelulares tri e difosfatados para formar AMP, que pode servir como um 

substrato para a ecto-5’-nucleotidase (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRÄTER, 2012).  

A NTPDase-1 (Apirase, CD39), é uma proteína de membrana que hidroliza 

ATP e ADP extracelular à AMP na presença de íons Ca++ e Mg++ (ZIMMERMANN, 

2001). Esta enzima é expressa em células natural killers, monócitos, células 

dendríticas, e subconjuntos de células T ativadas. Ela tem sido considerada um 

marcador de ativação de linfócitos; além disso, desempenha um papel relevante no 

controle da resposta imune celular (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRÄTER, 2012), 

pois atua na modulação da expressão das citocinas e nas respostas  inflamatórias 

(KANNAN, 2002; MIZUMOTO et al., 2002). Em linfócitos de pacientes com a forma 

RREM, a atividade bem como a expressão dessa enzima encontra-se aumentada, 

demonstrando assim, que a sinalização purinérgica está envolvida nos mecanismos 

patogênicos da EM (SPANEVELLO et al., 2010b). 

 É bem estabelecido na literatura que a ecto-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5, CD 

73) é ancorada na membrana via GPI, e que catalisa a desfosforilação de 

nucleotídeos monofosfatos, tais como a AMP em adenosina (BIANCHI; SPYCHALA, 

2003; HUNSUCKER; MITCHELL; SPYCHALA, 2005). A ecto-5´-nucleotidase é 

conhecida como uma proteína de superfície dos linfócitos, representando um 
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marcador importante de linfócitos T e B (CHRISTENSEN; ANDERSEN; RYDER, 

1996). Algumas citocinas como a IL-1, TNF-α, e a ativação da CRP são 

consideradas fortes indutores da expressão ecto-5’-nucleotidase (HUNSUCKER; 

MITCHELL; SPYCHALA, 2005). Além disso, tem sido demonstrado também, que 

esta enzima possui uma função relevante na adesão de linfócitos à células 

endoteliais vasculares, sendo este um evento importante na migração de linfócitos 

através da parede do vaso sanguíneo e em locais de inflamação (AIRAS; NIEMELÄ; 

JALKANEN, 2000). 

Já em relação a ADA, esta é considerada  uma enzima chave no metabolismo 

das purinas, pois catalisa a desaminação irreversível de adenosina e 2’-

desoxiadenosina em inosina e 2’-desoxiinosina, respectivamente, e a mesma possui  

atividade maior em células T quando comparada a células B e eritrócitos (FRANCO 

et al., 2007; GESSI et al., 2007; SHAROYAN et al., 2006). Além disso, essa enzima 

possui um papel essencial na diferenciação, crescimento normal e proliferação de 

linfócitos (ALDRICH; BLACKBURN; KELLEMS, 2000), sendo sua atividade bastante 

relevante no desenvolvimento e manutenção do sistema imunitário (ZAVIALOV et al., 

2010).  

Pesquisas revelaram que a CD26, uma proteína de membrana, e o receptor 

de adenosina A1, são os responsáveis pelo ancoramento da ecto-ADA na 

membrana celular (YEGUTKIN, 2008). Tem sido relatado que a ecto-ADA ao 

interagir com a proteína CD26 expressa em linfócitos leva a um aumento na 

produção de células T e de citocinas pró-inflamatória. Esses achados sugerem que 

essa interação entre diferentes tipos de células atua no sistema imune (PACHECO 

et al., 2005). 

Em humanos, já são conhecidas três isoformas moleculares da ADA: a ADA1, 

a ADA1+ CP, a qual é formada por duas moléculas de ADA1 combinadas por uma 

proteína de ligação (CP), e a ADA2 codificada por um gene separado de posição 

ainda desconhecida, sendo o papel fisiológico desta última forma ainda é pouco 

compreendido (UNGERER et al.,1995; ANDREASYAN et al., 2005). A ADA1 

representa a maior parte da atividade da ADA total e, está presente em todos os 

tecidos, enquanto que, a ADA2 é a isoenzima predominante no soro (NIEDZWICKI; 

ABERNETHY, 1991). 

 É importante salientar aqui, que uma deficiência na ADA em humanos leva a 

anomalias no desenvolvimento de células T, B e NK, que por conseguinte altera a 
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formação e função dos linfócitos, bem como, gera uma variedade de disfunções 

sistêmicas (GASPAR et al., 2011). Estudos têm atribuído essa imunodeficiência, ao 

acúmulo de substratos para ADA, prejudicando o desenvolvimento e sobrevivência 

dos linfócitos, pois elevados níveis de adenosina poderiam provocar uma sinalização 

exacerbada do receptor de adenosina (ALDRICH; BLACKBURN; KELLEMS, 2000). 

Os receptores de adenosina desempenham um papel central nos 

mecanismos de inflamação em várias patologias, pois após serem ativados ocorre 

uma redução na liberação de citocinas pró-inflamatórias (Dos SANTOS JAQUES et 

al., 2013). Neste contexto, conforme Anwar e colaboradores (2013), o aumento na 

atividade da ADA pode conduzir a uma rápida desaminação da adenosina causando 

uma diminuição nos níveis extracelulares dessa molécula, o que poderia afetar a 

sensibilidade dos receptores de adenosina e desse modo, promover alterações nas 

respostas pró-inflamatórias. 

 Estudos relatam que os níveis da ADA em soro mostram-se elevados em 

várias condições patológicas, tais como distúrbios autoimunes, síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), e tuberculose. Esses dados sugerem que o 

aumento na atividade dessa enzima possa estar envolvido no desenvolvimento 

dessas doenças (ANDREASYAN et al., 2005). Ungerer et al. (1992) demonstraram 

que os níveis de ADA em soro refletem a atividade e/ou quantidade de monócitos e 

macrófagos presentes em várias doenças de caráter inflamatório como: hepatite, 

mononucleose infecciosa, tuberculose, pneumonia e artrite reumatóide. Assim, 

alterações em sua atividade podem ser utilizada como um marcador bioquímico para 

a inflamação (SARI et al., 2003), bem como um indicador de distúrbios imunológicos 

(POURSHARIFI et al., 2009). 

 Cabe ressaltar que o nosso grupo de pesquisa têm demonstrado que em 

várias condições patológicas, bem como, em modelos experimentais ocorrem  

alterações na atividade das enzimas do sistema purinérgico bem como das 

colinesterases, sugerindo que essas enzimas podem ser utilizadas como 

importantes marcadores de processos patológicos (MALDONADO et al., 2008; 

SCHMATZ et al., 2009; BAGATINI et al., 2011; LEAL et al., 2011; THOMÉ et al., 

2012; PIMENTEL et al., 2013). De particular importância, estudos realizados com 

pacientes com a forma surto remissão da EM têm demonstrado que a atividade da 

NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA estão alteradas tanto em linfócitos quanto em 

plaquetas (SPANEVELLO et al., 2010a,b) sugerindo que essas enzimas podem ter 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gaspar%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21865538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ungerer%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1623598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sari%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12673895
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um papel importante para preservação da integridade celular e para modular a 

resposta imune associada a essa doença desmielinizante. Entretanto, o papel da 

ADA em soro, bem como a atividade de colinesteresases, ainda tem sido pouco 

investigado na EM. 

 Considerando-se o importante papel dos biomarcadores inflamatórios, o 

envolvimento do sistema colinérgico extraneural e o notável potencial 

imunomodulador dos nucleotídeos e nucleosídeos de adenina, além do 

envolvimento da ADA em processos imunes e inflamatórios, torna-se relevante 

avaliar esses parâmetros em amostras de sangue de portadores de EM, uma vez 

que estes poderão futuramente ser úteis na clínica médica para o monitoramento 

desta doença. 

 

 



 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral  

 

 

Avaliar a atividade das colinesterases e da adenosina desaminase, bem como 

determinar a concentração de biomarcadores inflamatórios no sangue de pacientes 

com a forma remitente-recorrente da Esclerose Múltipla. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Em pacientes com a forma remitente-recorrente da EM e em indivíduos 

saudáveis: 

 Verificar a atividade da enzima acetilcolinesterase em sangue total e linfócitos; 

 Determinar a atividade da butirilcolinesterase em soro; 

 Avaliar a atividade da enzima adenosina desaminase em soro; 

 Analisar os biomarcadores inflamatórios como: as interleucinas (IL-1, IL-6 e 

IL-10), o fator de necrose tumoral alfa, o interferon gama e a proteína C-

reativa em soro; 

  Quantificar os níveis de purinas no soro (ATP, ADP, AMP, adenosina, inosina, 

hipoxantina e ácido úrico). 

 

 

 



 

3 MANUSCRITO 

 

 

Alterações na atividade das colinesterases e adenosine desaminase e níveis 

de biomarcadores de inflamação em pacientes com esclerose múltipla 

 

 

Alterations in the cholinesterase and adenosine deaminase activities and 

inflammation biomarker levels in patients with multiple sclerosis 
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Abstract 

Multiple sclerosis (MS) is one of the main chronic inflammatory diseases of the 

central nervous system (CNS) that cause functional disability in young adults. It has 

unknown etiology characterized by the infiltration of lymphocytes and macrophages 

into the brain. The aim of this study was to evaluate the acetylcholinesterase (AChE) 

activity in lymphocytes and whole blood, as well as butyrylcholinesterase (BChE) and 

adenosine deaminase (ADA) activities in serum. We also checked the levels of 

nucleotides, nucleosides, biomarkers of inflammation such as cytokines (IL-1, IL-6, 

IFN-γ, TNF-α and IL-10) and C-reactive protein (CRP) in serum from 29 patients with 

the relapsing-remitting form of MS (RRMS) and 29 healthy subjects as the control 

group. Results showed that AChE in lymphocytes and whole blood as well as BChE, 

and adenosine deaminase (ADA) activities in serum were significantly increased in 

RRMS patients when compared to the control group (P<0.05). In addition, we 

observed a decrease in ATP levels and a significant increase in the levels of ADP, 

AMP, adenosine and inosine in serum from RRMS patients in relation to the healthy 

subjects (P<0.05). Results also demonstrated an increase in the IFN-γ, TNF-α, IL-1, 

IL-6 and CRP (P<0.05) and a significant decrease in the IL-10 (P<0.0001) in RRMS 

patients when compared to control. Our data suggest that biomarkers of inflammation 

and hydrolysis of nucleotides and nucleosides are altered during the relapsing-

remitting form of MS, as well as the enzyme activity important for proper immune and 

inflammatory response. 

 

 

Keywords Multiple sclerosis - Cholinesterases - Lymphocytes - Adenosine 

deaminase - Inflammation - Cytokines. 
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Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease characterized by 

neurodegeneration and neuroinflammation in the central nervous system (CNS) [1]. 

In the MS, it occurs the aggregation of multiple plates of demyelination in the brain 

and spinal cord white matter [2]. MS presents episodes of neurological dysfunction 

with variable remission [3] and it is considered one the most common causes of 

neurological disability in young adults [4, 5] and the incidence is higher in women 

than in men [6]. It can be present in different forms, such as primary progressive 

(PPMS), secondary progressive (SPMS), progressive relapsing (RPMS) and 

relapsing-remitting (RRMS), which is the most prevalent form (80% cases) [7, 8]. 

The etiology of MS remains unclear; however studies have demonstrated that 

autoimmune T cells, targeting myelin components play a role in mediating 

inflammatory process, particularly in the early stages of RRMS [9]. This dysfunction 

in the immune system keeps T lymphocytes activated crossing the blood brain barrier 

and developing a harmful action against myelin and oligodendrocytes [10]. 

Several mediators are able to modulate the actions of lymphocytes; among 

these we can highlight acetylcholine (ACh). This molecule synthesized and released 

from lymphocytes is considered an immunomodulatory agent [11]. According to 

experiments in humans, it acts in various nonneuronal cells, such as in immune 

system and blood cells [12]. Recently it was demonstrated that it acts as anti-

inflammatory and thus induces a decrease in the production of pro-inflammatory 

cytokines by macrophages [13]. 

The homeostatic control of ACh is performed by different enzymes, among 

them acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7), which is responsible for the 

degradation of ACh into metabolites choline and acetate [14]. In addition, 

butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) is an enzyme capable of hydrolysing a 

variety of esters including ACh [1]. Several studies have shown that the activities of 

these enzymes are altered in inflammatory diseases [15, 13], such as Alzheimer's 

disease and diabetes mellitus [16]. 

Apart from the involvement of ACh in pro- and anti-inflammatory events, ATP 

and adenosine also contribute to the fine-tuning of inflammatory and immune 

responses [17]. Adenine nucleotides and nucleosides, including adenosine 

triphosphate (ATP) and adenosine, are important signaling molecules that exert 
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regulation of immune defenses [18, 19]. In pathological conditions, high levels of ATP 

act as a pro-inflammatory agent [20], whereas, its breakdown product, adenosine, 

exhibits potent anti-inflammatory and immunosuppressive action [21]. 

Adenosine is produced in high concentrations under metabolic unfavorable 

conditions. Its concentration is normally regulated through the catabolism of 

adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) [22]. This enzyme is considered a key 

enzyme in purine metabolism; it acts inactivating the adenosine [23] and its 

regulation happens through the cytokines on the cell surface during T cell activation 

[24]. 

During MS a chronic inflammatory process occurs leading to the production of 

a variety of pro-inflammatory cytokines, such as interleukins (IL-1 and IL-6), tumor 

necrosis factor-alpha (TNF-α), and interferons (IFNs). Moreover, a reduction in anti-

inflammatory cytokines such as IL-10 possibly occurs, and this cytokine imbalance 

concerning pro- and anti-inflammatory leads to an increased production of free 

radicals [7]. C-reactive protein is an acute phase protein synthesized in the liver and 

it can be used as a potential marker of inflammatory activity and prognosis in MS. 

Also, its production is induced by cytokines such as IL-6, IL-1 and TNF-α [25, 26]. 

Other studies have already been performed in human and animal models of 

MS. Our research group has already investigated the AChE activity in brain 

structures (in vitro and in vivo) in animal models of MS induced with etidium bromide 

treated with Interferon-β, cyclosporine A, vitamin E e ebselen [27-29]. This same 

model was used to evaluate the role of purinergc system in lymphocytes and 

synaptosomes as well as stress oxidative parameters [30, 31]. Moreover, activities of 

the enzymes of the purinergic system have been checked in lymphocytes and 

platelets from patients with MS [32, 33]. Therefore, it is of our interest to continue 

elucidating mechanisms of this disease in RRMS patients.  

Based on all the points raised above as well as due to the mechanisms still 

poorly understood in relation to the pathogenesis of this disease and considering the 

scarcity of reports in the literature involving the action of cholinesterase enzymes in 

the blood of patients with MS, the aim of this study was to assess the role of key 

regulatory enzymes of the immune system in lymphocytes, serum and whole blood. 

Furthermore, we studied the inflammatory profile of patients with MS in order to 

cooperate for a better understanding of this neurodegenerative disease. 
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Methods 

Study population 

The sample consisted of 29 patients with MS and 29 healthy subjects as a 

control group. The diagnosis of MS was based on the McDonald criteria [34], and all 

patients had the relapsing-remitting form (RRMS). Most patients were treated with 

current immunosuppressive therapy. The general characteristics of the patients are 

shown in Table 1. All subjects gave written informed consent to participate in this 

study and the Human Ethics Committee of the Health Science Center from the 

Federal University of Santa Maria approved the protocol under number 

23081.007854/2007-44. Twelve milliliters of blood was obtained from each patient 

and used for lymphocyte preparation and other biochemical determinations. The 

same procedure was carried out for the control group. 

Isolation of mononuclear cells from human blood 

Mononuclear leukocytes were isolated from human blood collected with EDTA 

and separated on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Böyum [35]. 

Despite the fact that the methodology described above is employed for separating 

mononuclear cells, the study performed by Jaques et al. [36] demonstrated that there 

is a high incidence of lymphocytes in these samples and the amount of monocytes is 

practically insignificant. For this reason we treat the samples as containing only 

lymphocytes. Lymphocyte viability and integrity were confirmed by determining the 

percentage of cells, excluding 0.1 % trypan blue and measuring lactate 

dehydrogenase (LDH) activity [37]. These samples were used for the assay of 

enzymatic AChE. 

AChE enzyme assay in lymphocytes 

After lymphocyte isolation, AChE activity was determined as described by the 

colorimetric method of Ellman et al. [38] modified by Fritzgerald et al. [39]. The 

reaction mixture was composed of 1.0 mM acetylthiocholine, 0.1 mM 5,5′-dithio-bis-2-

nitrobenzoic acid (DTNB), 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) and 100µL of the intact 

mononuclear cells suspended in saline solution was added to the reaction. The 

proteins of all samples were adjusted to 0.1–0.2 mg/mL. The absorbance was read 

on a spectrophotometer at 412 nm before and after incubation for 30 min at 27°C. All 
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samples were run in triplicate and the specific activity of lymphocyte AChE was 

calculated from the quotient between lymphocyte AChE activity and protein content, 

and results are expressed as μmol/h/mg of protein. 

AChE enzyme assay in the whole blood 

For AChE activity in whole blood with EDTA, samples were hemolyzed with 

phosphate buffer 0.1 M, pH 7.4 containing Triton X-100 (0.03 %) and stored at -20 ºC 

for 1 week. 

Whole blood AChE activity 

Whole blood AChE activity was determined by the method of Elman et al. [38] 

modified by Worek et al. [40]. With the purpose of reaching the appropriate 

temperature and complete reaction of sample matrix sulfhydryl groups with DTNB, 

the mixture was incubated for 10 min prior to the addition of substrate. The enzyme 

activity was corrected for spontaneous hydrolysis of the substrate and DTNB 

degradation. The BChE was inhibited by ethopropazine. The AChE activity was 

measured at 436 nm and 37 ºC using polystyrene cuvettes. The activity of whole 

blood AChE was calculated from the quotient between AChE activity and protein 

content, and results are expressed as µmol/ h/mg of protein. 

Blood serum collect 

The blood was collected in vacutainer tubes without an anticoagulant system 

and centrifuged at 2500 x g for 10 min at room temperature. The clot was discarded 

and the serum was used for the determination of the BChE and ADA activities, as 

well as purine levels, TNF-α, IFN-γ, IL-1,IL-6, IL-10 and CRP. 

Serum butyrylcholinesterase (BChE) activity 

BChE activity was performed in serum. The BChE enzymatic assay was 

determined by a modification of the spectrophotometric method of Ellman et al. [38] 

as previously described by Rocha et al. [41]. The reaction mixture (2 mL final volume) 

contained 100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM DTNB. The 

method is based on the formation of the yellow anion, 5,5’-dithio-bis-acid 

nitrobenzoic, measured by absorbance at 412 nm during 2 min incubation at 25ºC. 

The enzyme was pre-incubated for 2 min. The reaction was initiated by adding 0.8 
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mM butyrylthiocholine iodide (BuSCh). All samples were run in duplicate or triplicate 

and enzyme activity was expressed in µmol BuSCh/h/mg of protein. 

Adenosine deaminase (ADA) activity determination 

ADA activity in serum was determined according to Guisti and Galanti [42].  

Briefly, 50 µL of serum reacted with 21nmol/L of adenosine, pH 6.5 and was 

incubated at 37ºC for 60 min. This method is based on the direct production of the 

ammonia when ADA acts in excess of the adenosine. Results were expressed in 

units per liter (U/L). One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme 

required to release 1mmol the ammonia per minute from adenosine at standard 

assay conditions. 

Analysis of purine levels in serum by high pressure liquid chromatography (HPLC) 

The denaturation of sample proteins was performed using 0.6mol/L perchloric 

acid. All samples were then centrifuged (14000×g for 10min) and the supernatants 

were neutralized with 4.0 N KOH and clarified with a second centrifugation (14000×g 

for 15 min). Aliquots of 50 μL were applied to a reverse-phase HPLC system using a 

25 cm C18 Shimadzu column (Shimadzu, Japan) at 260 nm with a mobile phase 

containing 60mM KH2PO4, 5.0mM tetrabutylammonium chloride, pH 6.0, in 30% 

methanol according to a method previously described by Voelter et al. [43]. The peaks 

of purines (ATP, ADP, AMP, adenosine, inosine, hypoxanthine, and uric acid) were 

identified by their retention times and quantified by comparison with standards. Results 

are expressed by the amount of the different compounds per mL of serum. 

Quantification of Cytokines 

Cytokine quantification was assessed by ELISA using commercial kits for 

human IFN-γ, TNF-α, IL-1, IL-6 and IL-10 (eBIO-SCIENCE, San Diego, USA), 

according to the manufacturer's instructions. The presence and concentration of the 

cytokines were determined by the intensity of the color measured by spectrometry in 

a micro ELISA reader. 

Determination of C-reactive protein (CRP) 

Values of serum CRP were determined from samples analyzed by high-

sensitivity latex-enhanced nephelometry on a BN II Nephelometer (Dade Behring, 



47 

Siemens). The assay used monoclonal anti-CRP antibodies and a calibrator that was 

traceable to the World Health Organization (WHO) reference material. The mean 

replicate coefficient of variation for the assay is 6.4%. 

Protein Determination  

Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford 

[44] using serum albumin as standard. 

Statistical analysis 

Data were analyzed statistically by the Student´s t-test for independent 

samples. P<0.05 was considered to represent a significant difference in all analyses 

used.  All data were expressed as mean ± SEM. 

 

Results 

Table 1 presents general characteristics of the patients. We observed that MS 

affected women more than men and the onset of MS tended to be earlier in men (age 

13) than in women (age 18). Most patients evaluated had the RRMS form and the 

treatment used for the majority of the patients was glatiramer acetate. 

Figure 1 shows that the AChE activity was significantly increased in 

lymphocytes from RRMS patients (1.14 ± 0.09) when compared with the control 

group (0.87 ± 0.07) (P<0.05). AChE in the whole blood and BChE in serum activities 

are shown in Figures 2 and 3, respectively. We observed a significant increase in the 

activity of these enzymes in RRMS patients (AChE: 449.5 ± 21.49/BChE: 8.92 ± 

0.61) when compared with the control group (AChE: 384.5 ± 17.8/BChE: 6.90 ± 0.49) 

(P<0.05). 

The ADA activity (Fig. 4) was higher in patients than in the control group 

(20.63±1.19/13.66 ± 0.59) (P<0.0001). In addition, nucleotide and nucleoside levels 

evaluated by HPLC revealed a decrease in ATP levels and a significant increase in 

the levels of ADP, AMP, adenosine, and inosine in serum from RRMS patients in 

relation to healthy subjects (Table 2) (P<0.05). No differences were observed in the 

levels of hypoxanthine and uric acid comparing MS patients and the control group 

(Table 2). 
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Figure 5 presents the results obtained for cytokine levels. As can be observed, 

in both IL-1 (Fig. 5a) and IL-6 (Fig. 5b) the levels were significantly increased in 

RRMS patients when compared with the control group (P<0.0001). Moreover, levels 

of TNF-α (Fig. 5c) and IFN-γ (Fig. 5d) also presented a significant increase in 

patients when compared with the control group (P<0.05). However, we found a 

significant decrease in the IL-10 (Fig. 5e) levels in RRMS patients when compared 

with the control group (P<0.0001). 

Statistical analysis revealed that RRMS patients had a significant increase in 

the CRP levels in serum when compared with healthy individuals (Fig. 6, P=0.022). 

 

Discussion 

It has long been known that immune cells attack the nervous system to give 

rise to neuroimmunological diseases, such as MS [45]. This disease is accompanied 

by several inflammatory manifestations, demyelization, and axonal loss [46], being 

that alterations in the immune system are intimately related to these processes. 

Several studies including of our research group have reported that both 

purinergic [47-49] and cholinergic systems are important in the modulation of the 

inflammatory and immune responses [27, 50]. 

 Our results corroborated other studies performed by Nakatsuji et al. [51] and 

Ramagopalan et al. [52] showing that the incidence of RRMS was higher in women 

than in men. Another important aspect observed in our work is that the vast majority 

of patients with EM have mean age at onset of the disease 30 years [53-55]. 

We have also observed an increase in the AChE activity in lymphocytes and 

whole blood of MS patients (Figs. 1, 2). It is well established in the literature that 

lymphocytes present AChE activity [56], which is expressed in T and B cells [57]. 

Hence, immunological activation of lymphocytes appears to enhance local 

cholinergic signal transmission between T and B cells, by increasing synthesis and 

release of ACh by T cells [58]. 

Over the last decade it has been established that both muscarinic and nicotinic 

ACh receptors are present in lymphocytes isolated from peripheral blood, and when 

stimulated by these receptors they cause a variety of biochemical and functional 

effects [59]. The results found in this study indicated a possible reduction in the ACh 

levels in blood and a consequent decrease in the neuroprotective and anti-
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inflammatory properties promoted by this molecule, contributing to the immunological 

and inflammatory changes observed in patients with MS. A similar result in the AChE 

activity in whole blood was observed in a study carried out in our research group with 

individuals diagnosed with acute lymphoblastic leukemia [60] and lung cancer [61].  

Mack et al. [62] have reported that neurodegenerative diseases may induce 

changes in the cholinesterase activities. We have also shown in this study that the 

BChE activity increased in the group of patients with MS (Fig. 3). BChE may be 

involved in activated microglia in MS and may lead to increased hydrolysis of ACh 

[1], while AChE can be considered a marker of early differentiation [63]. It is important 

to note that ACh inhibits the production of pro-inflammatory cytokines in leukocytes 

therefore the cholinergic parameters are important in inflammatory diseases [64]. 

The increase in the cholinesterase activities found in this study could be 

contributing to the pro-inflammatory immune response in RRMS patients, since a 

reduction of acetylcholine levels would in turn reduce the cholinergic input to the 

immune cells. This response could lead to the release of pro-inflammatory cytokines 

and promote neuroinflammation according to Darvesh et al. [1]. Evidence suggests 

that the inhibition of AChE activity may have a positive effect in the treatment of MS 

[65]. Another important aspect reported in previous studies is that the inflammation in 

the myelin sheath generates a cholinergic dysfunction that contributes to the onset of 

MS [66]. 

Beyond the extraneural cholinergic system, present in the lymphocytes, also it 

controls the immune system that is regulated by cytokines [11]. It is known that ACh 

can interact with alpha7 nicotinic acetylcholine receptors expressed by macrophages 

and other cytokine-producing cells and thus this mechanism regulates pro-

inflammatory cytokine synthesis [67]. Moreover, this molecule reduces the production 

of TNF-α, IL-1, IL-6 [68]. Thus, we can speculate that the increase in the 

cholinesterase activity found in this study may be caused by an impairment of ACh 

ability. Also, alterations in cytokine levels found in this study may be due to the 

decrease of ACh levels, since ACh is responsible for regulating inflammatory 

processes. 

Another important aspect to be discussed is that the pro-inflammatory cytokine 

levels were also increased in RRMS patients (Fig. 5a-d); however, the IL-10, a 

molecule with anti-inflammatory properties, was decreased in this population (Fig. 

5e). The IL-10 plays an important role in the regulation of immune responses and is 
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considered the main anti-inflammatory cytokine [69]. These findings indicate that the 

inflammatory process is well characterized in patients with RRMS, since in this study 

we verified a reduction of IL-10 and simultaneously an increase of pro-inflammatory 

cytokines in the patient group. 

Regarding IFN-γ and TNF-α, we observed an increase of these cytokines in 

the patient group when compared with the control group. As described by Bansi et al. 

[70], these findings may be associated with the course of the disease. Reinforcing 

this line of reasoning, Killestein et al. [71] demonstrated that patients with PPMS 

express less pro- and more anti-inflammatory cytokine, decreasing the production of 

T cells compared to the RRMS and SPMS forms of the disease. 

In addition, a significant increase in the CRP levels in RRMS patients was 

found in this study (Fig. 6). These findings confirm previous reports that have showed 

a significant elevation of TNF-α, CRP, IL-1 in RRMS patients and the onset of the 

disease before 30 years when compared to healthy controls [72]. 

In the present study, most RRMS patients performed the treatment with 

glatiramer acetate in relation to IFN-β (Table 1). It is important to point out that, even 

making use of immunomodulator therapy, the RRMS patients remained with 

inflammatory biomarkers elevated when compared to healthy subjects. However, the 

literature has demonstrated that the introduction of immunomodulatory drugs, such 

as the interferon β (IFN-β) and glatiramer acetate for the treatment RRMS has been 

well accepted and most of the times effective for the reduction of relapses and 

deficiencies in MS patients [73-75].  

In this scenario, we suggest that the increase in biomarkers of inflammation 

was probably a result not only of the elevation in the inflammation production due to 

the demyelization event that occurred in MS but also of the increased activity of 

cholinesterase discussed previously. Furthermore, it has been demonstrated in 

literature that adenine nucleotides and nucleosides play a fundamental role in 

inflammation process. ATP is considered the pro-inflammatory molecule, whereas 

adenosine has anti-inflammatory actions. In this context, our results demonstrate an 

increase of ADA activity in serum from patients with MS (Fig. 4). ADA is an important 

enzyme that degrades adenosine to inosine, tightly regulating local extracellular 

concentrations of adenosine [23, 76]. 

It is well established that adenosine receptors (ARs) play a central role in 

mechanisms of inflammation, suggesting that their stimulation has a different effect 
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on the release of pro-inflammatory cytokines in various pathologies [77]. In line with 

this, it is important to note that the increase in the pro-inflammatory cytokine levels 

observed in this study may be associated with an increase of ADA activity in RRMS. 

Our results are in agreement with several studies which have showed that ADA has 

significant roles in immune response, and alterations in their activities have been 

observed in some autoimmune diseases, such as lupus [78] and rheumatoid arthritis 

[79].  

Previous studies carried out in our laboratory have demonstrated that ADA is 

an enzyme that plays an important role in inflammation mechanisms. Also, alterations 

in its activity have been observed in various diseases being very important 

physiological and pathological parameters [33, 80, 81].  

We have observed that the levels of ATP, ADP, AMP, adenosine and inosine 

were altered in patients with MS compared to controls. These levels were significantly 

increased in the serum of MS from the patient group, with exception of ATP that 

showed decreased levels, which may be a result to the increase of purine 

metabolism observed in this work. Furthermore, evidence indicates that high 

extracellular ATP levels act through specific cell surface receptors as a pro-

inflammatory agent that potentiates the release of pro-inflammatory cytokines [17] 

from activated lymphocytes [82].  

Similar results have demonstrated that ATP levels were also decreased; 

nevertheless, the AMP and adenosine levels as well as ADA activity were increased 

in chronic disease [83]. The increase of ADP and AMP hydrolysis contributes to an 

increase of adenosine production. Based on our findings, we may suggest that a 

rapid deamination of adenosine by ADA causes a reduction of the levels of this 

nucleoside in the circulation. Consequently, this situation may produce a favorable 

scenario for the development of inflammatory diseases.  

In conclusion, results found in the present study have demonstrated alterations 

in the cholinesterase and adenosine deaminase activities, enzymes that are 

fundamental to control the activity of the immune system alterations in cytokines and 

CRP levels, as well as in the adenine nucleotide and nucleoside hydrolysis from 

patients with RRMS. These findings are of great relevance, since they can potentially 

contribute to the enlargement of the therapeutic window for the treatment of holders 

of this disease and, thus, improve the prognostic of these individuals through the 

development of new therapies. 
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LEGENDS OF FIGURES 

 

Fig. 1 AChE activity in lymphocytes of healthy subjects and MS patients. Bars 

represent means ± SEM. *Represents statistical difference from the control group 

(Student´s t test, *P<0.05 n = 29).  

 

Fig. 2  AChE activity in whole blood of healthy subjects and MS patients. Bars 

represent means ± SEM. *Represents statistical difference from the control group 

(Student´s t test, *P<0.05  n =29). 

 

Fig. 3  BChE activity in serum of healthy subjects and MS patients. Bars represent 

means ± SEM. *Represents statistical difference from the control group (Student´s t 

test, *P<0.05  n =29). 

 

Fig. 4  ADA activity in serum of healthy subjects and MS patients. Bars represent 

means ± SEM. ***Represents statistical difference from the control group (Student´s t 

test, ***P<0.0001  n =21). 

 

Fig. 5  Cytokines levels in serum of healthy subjects and MS patients. Bars represent 

means ± SEM. *Indicates statistical difference from the control group (Student´s t 

test, *P<0.05  n =29) and ***represents statistical difference from the control group 

(Student’s t test, ***P<0.0001  n=29). 
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Fig. 6  C-reactive protein (CRP) levels in serum of healthy subjects and MS patients. 

Bars represent means ± SEM. *Indicates statistical difference from the control group 

(Student´s t test, *P<0.05  n =29). 
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Tables 

Table 1 – General characteristics of MS patients and healthy subjects. 

          Control MS patients 

N 29 29 

Women 20 19 

Men  9 10 

Age women (median,range) 

Age men (median,range)               

38.7±2.8, 22-58 

36.4 ±3.9, 23-52 

41.2 ±2.8, 18-60 

39.5 ±4.3, 13-58 

Disease duration (years)  

Use of glatiramer acetate (n) 

- 

- 

9.65 ±1.7 

16 

Use of interferon β (n)                   - 8 

Variables such as age and duration of disease are presented as mean±SEM. 

 

 

Table 2- Purine levels in serum of healthy subjects and MS patients analyzed by high 

pressure liquid chromatography (HPLC). Results are expressed in nmol/ml of serum 

(n= 8-10). Data are represented as mean±SEM. (ATP= adenosine triphosphate, 

ADP=adenosine diphosphate, AMP=adenosine monophosphate, Ado=adenosine, 

Ino=inosine, Hyp=hypoxantine and Uric acid). *Represents statistical difference from 

the control group (Student´s t test, P<0.05). 

 

 ATP ADP AMP Ado Ino Hyp Uric acid 

        

Control group 7.26±1.05 2.61±0.54 2.29±0.56 9.86±0.97 2.36±0.36 3.27±0.56 30.66±2.32 

MS patients  4.51±0.62* 4.39±0.88* 3.50±0.70* 14.04±1.4* 
4.30±0.85* 3.30±0.66

 
32.68±7.91 

 



 

4 CONCLUSÕES 

 

 

 A atividade da AChE em linfócitos e sangue total, bem como, a atividade da BChE 

em soro apresentaram-se aumentadas em pacientes com esclerose múltipla quando 

comparadas aos controles. Assim, sugere-se que a ACh pode ser degradada mais 

rapidamente e por conseguinte, seus níveis plasmáticos diminuem. Sabendo-se que 

a ACh apresenta propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatórias, o aumento na 

atividade das colinesterases poderia contribuir para as alterações imunológicas e 

inflamatórias observadas em pacientes com EM. 

 

 

 A atividade da ADA em soro de pacientes com esclerose múltipla foi 

significativamente aumentada em relação aos controles. Sugere-se que a adenosina 

produzida pela hidrólise dos nucleotídeos de adenina seja rapidamente consumida 

pela ADA, não exercendo, dessa maneira, seus efeitos anti-inflamatórios em 

pacientes com esclerose múltipla.  

 

 

 Os marcadores inflamatórios como a IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa, 

interferon gama e proteína C-reativa no soro encontraram-se elevados em pacientes 

com EM, entretanto, a IL-10 estava diminuída nesta mesma população quando 

comparada aos sujeitos saudáveis. Com base nestes resultados é plausível sugerir 

que pacientes com a forma remitente-recorrente de esclerose múltipla apresentam 

um aumento dos biomarcadores inflamatórios, que poderá levar ao desenvolvimento 

de novos surtos com aumento dos comprometimentos gerados por esta doença.  

 

 

 Os níveis de ADP, AMP, adenosina e inosina mostraram-se aumentados em soro de 

pacientes com EM, enquanto que os níveis de ATP apresentaram-se reduzidos 

nesse grupo em relação aos indivíduos controles. Esses resultados sugerem que os 

efeitos pró-inflamatórios gerados pelo ATP no meio extracelular podem estar 

diminuídos nos portadores de EM e, ainda o aumento nos níveis de adenosina 
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podem estar atuando como uma resposta compensatória do organismo as 

alterações inflamatórias e imunes que os pacientes com EM apresentam. 

Considerando-se que a adenosina possui propriedades anti-inflamatórias e 

imunossupressoras. Em relação aos níveis de hipoxantina e ácido úrico no soro, não 

foram observadas diferenças significativas entre o grupo de pacientes e o grupo 

controle indicando que os níveis dessas purinas não seriam alterados por essa 

condição patológica.  

 

 

 Em conjunto esses resultados são muito importantes do ponto de vista clínico 

porque sugerem que pacientes com esclerose múltipla, mesmo em uma fase de 

remissão, apresentam uma alteração inflamatória sistêmica. Além disso, é plausível 

sugerir que portadores dessa doença possuem importantes alterações, na atividade 

de enzimas regulatórias dos sistemas colinérgico e purinérgico, podendo os 

parâmetros mencionados neste estudo serem úteis para o desenvolvimento de 

novas terapias que venham a auxiliar no tratamento dessa patologia.  
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