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RESUMO

NASCIMENTO-ELIAS, A. H. Neurite autoimune experimental em camundongos
C57BI/6. 2009. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

A Neurite autoimune experimental (NAE), também chamada de neurite alérgica experimental,
¢ uma doenga inflamatdria, monofasica e desmielinizante que afeta o sistema nervoso
periférico, conhecida como modelo experimental da sindrome de Guillain-Barré. Pode ser
induzida em animais susceptiveis através da imunizagdo com varios antigenos do nervo
periférico associados a adjuvantes. Modelos de NAE em ratos s@o bastante reprodutiveis e dos
pontos de vista clinico, eletrofisiologico e histolégico, comprometem os animais com mais
intensidade. Entretanto, estudos em camundongos sdo importantes, em particular no C57Bl/6,
uma vez que se trata de uma linhagem “background” para transgénicos e “knockouts”, o que
facilita o estudo da patogenia das doengas induzidas experimentalmente. Os objetivos do
estudo foram investigar a evolugdo da NAE em camundongos C57B1/6, caracterizando seus
sinais clinicos e histologicos, comparando as formas de aplicacdo da toxina pertussis (TP) e as
doses do peptideo utilizadas. Sessenta camundongos C57BL/6, machos, com idade entre 6 ¢ 8
semanas, pesando de 18 a 20g foram imunizados com o peptideo neuritogénico P0;go.199 da
mielina de nervo periférico bovino. Realizada imunizagdo através de 2 injegdes subcutaneas
nas patas posteriores no dorso (base da cauda), respectivamente nos dias 0 e 7° pds-
imunizacdo (p.i.), contendo 100ul de emulsdo, distribuidos equitativamente nas patas. As
injegdes de TP foram realizadas nos dias -1 (400ng), 0, 1 e 3 (200ng) p.i. Os animais foram
divididos em 5 grupos: 1A - 200ug de P0;gp.199 + TP i.v. (n=16); 1B - 200ug de P0;gp.199 + TP
L.p. (n=16); 2A - 60pg de P0O;gp.199 + TP i.v. (n=8); 2B - 60ug de P0;gp.199 + TP i.p. (n=8) e
grupo3 - 60pg de P0;go.199 + TP i.p. + KM" (n=12). Os controles pareados receberam injegdes
de PBS + Adjuvante de Freund completo. Foram realizadas avali¢gdes clinicas diarias até o 40°
dia p.i. Para andlise histologica foram retiradas amostras do nervo isquidtico e de raizes
nervosa de L3-L6. O teste de Kruskal Wallis e o post hoc de Dunn foram utilizados para
comparagdo dos 5 grupos. Resultados: 90 % dos camundongos apresentaram algum sinal
clinico-neurologico, 57% evoluiram para queda da cauda; 11% das amostras apresentaram
células inflamatorias no endoneuro, epineuro ou perineuro. Dessas 8% epineurais ou
perineurais e 5% endoneurais. Comparando as formas de aplica¢do da TP i.p. a 1.v. e as doses
de peptideos utilizadas, doses de 200ug de peptideos se associaram a sinais clinicos e
comprometimento histologico mais evidentes do que nos outros grupos. O modelo da NAE
desencadeado nos camundongos C57Bl/6 caracterizou-se por discretos sinais clinicos e
pouquissimas alteragdes histopatoldgicas. A correlagdo entre a evolugdo clinica da NAE e a
presencga de alteragdes histologicas nos nervos periféricos foi observada em ntimero reduzido
de animais. Trata-se de um modelo de dificil obtencdo associado a discretas alteragoes.
Estudos futuros, utilizando métodos que complementem a investigagdo como imuno-
histoquimica e eletroneurofisiologia seriam importantes para confirma¢do e melhor descricao
do desencadeamento ¢ evolucao da doenca.

Palavras-Chave: Neurite autoimune experimental (NAE); Camundongo C57Bl/6; Peptideo da
proteina PO.



ABSTRACT

NASCIMENTO-ELIAS, A. H. Experimental autoimmune neuritisin C57BI/6 mice. 2009.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

Experimental autoimmune neuritis (EAN) is an animal model of the Guillain-Barré syndrome
in human, a demyelinating autoimmune disease of the peripheral nervous system (PNS). EAN
can be induced in susceptible animals, such as Lewis rat, by immunization with peripheral
nerve myelin or its components P2 or PO proteins emulsified in Freund’s complete adjuvant
(CFA). Establishing EAN in mice especially in the reputedly resistant C57Bl/6 strain is
important for investigating the pathogenic mechanism of EAN, because it enables the use
congenic, recombinant strain and it permits genetic analysis and studies of transgenic and
knockout animals. In the present study, we sought to determine the clinical and
histopathology characteristics EAN in C57Bl/6 mice induced by the immunodominant PO
glycoprotein peptide 180-199. Sixty C57B1/6 mice, male, 6-8 weeks old, with body weights
of 18-10g were immunized two times (days 0 and 7 post immunization, p.i.). Each mouse
received subcutaneous injections both footpads with altogether 100ul. The mice received
additionally pertussis toxin (TP) on day -1 (400ng), 0, 1 e 3 (200ng) p.i. Five groups were
determined: 1A - 200ug de PO;gp.199 + TP i.v. (n=16); 1B - 200ug de P0;g.199 + TP i.p. (n=16);
2A - 60pg de POygp-199 + TP 1.v. (n=8); 2B - 60ug de P0gp.199+ TP i.p. (n=8) e group 3 - 60ug
de PO;gp.199 + TP i.p. + KM" (n=12). A control group received PBS in CFA. The mice were
observed for clinical disease until day 40 p.i. Segments of sciatic nerves and lumbar spinal
cord L3-L6 were dissected and fixed in 3% glutaraldehyde. The Kruskal Wallis test and
Dunn’ post hoc were employed for analyzing clinical course; P values < 0,05 were considered
significant. Results: 90% of mice exhibited some clinical signs, 57% showed limb tail; 11%
of the sections examined revealed cell mononuclear in endoneurium, epineurium or
perineurium. Comparing the forms of application TP i.v. X i.p. and the doses of peptides used,
differences favoring the larger doses of the peptide between groups. No significant difference
in clinical signs between the 5 groups. The model of EAN induced in C57Bl/6 mice of
difficult to obtain and was characterized by discrete clinical signs and few histological
changes.

Key words: C57Bl/6 mice; experimental autoimmune neuritis (EAN); PO protein peptide
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1. INTRODUCAO

A Neurite alérgica experimental (NAE), também chamada de neurite autoimune
experimental, ¢ uma doenga inflamatdria, monofasica e desmielinizante que afeta o sistema
nervoso periférico (SNP) (WAKSMAN e ADAMS, 1955). Pode ser induzida em animais
susceptiveis através da imunizagdo com varios antigenos do nervo periférico associados a
adjuvantes (GOLD R, HARTUNG HP, TOYKA KV, 2000). A patogenia da NAE inclui a
quebra da barreira sangue-nervo, seguida de infiltrado inflamatorio nas raizes nervosas e
nervos periféricos e de desmielinizagdo focal, principalmente nas raizes ¢ em torno das
vénulas (HARTUNG et al., 1996). Envolve também a agdo de linfocitos T e B, e macréfagos,
incluida a liberagdo de fatores inflamatérios (ZHU, J. et al. 1994, 1998a; HARTUNG et al.,
1996). A NAE ¢ amplamente utilizada como modelo experimental da sindrome de Guillain-
Barr¢ (SGB) por se assemelhar a essa sindrome em vdarios aspectos: histopatologicos,
imunolodgicos e eletrofisiologicos (HAHN et al., 1996). A primeira tentativa bem sucedia de
inducdo da NAE foi realizada em coelhos apés inje¢do de mielina do nervo periférico (MNP),
associada a adjuvante de Freund completo (AFC). Posteriormente, pode ser verificado que o
camundongo Sui¢o e cobaias imunizados com MNP também sao susceptiveis (WAKSMAN e
ADAMS, 1955, 1956). A imunizacdo de animais susceptiveis pode também ser realizada com
proteinas do nervo periférico, P2 (KADLUBOWSKI e HUGHES, 1979) e PO (MILNER et
al., 1987), ou ainda peptideos sintéticos dessas proteinas, em particular a sequéncia de
aminoacidos 57 — 81 ou 53 — 78 de P2 (OLEE et al., 1988, 1990) e 180 — 199 ou 106-125 de
PO (ZOU et al., 2000; MILETIC et al., 2005). H4 modelos de NAE que, dos pontos de vista
clinico, eletrofisioldgico e histoldgico, sdo bastante reprodutiveis e comprometem os animais
com mais intensidade. Desses, o modelo no rato Lewis € o mais utilizado. Entretanto, estudos
em camundongos sdo importantes pela maior facilidade para obtengdo de animais

“knockouts” e maior variedade de ferramentas biotecnoldgicas disponiveis para o estudo da
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patogenia das doencas induzidas experimentalmente nesses animais. Nao ¢ encontrada grande
diversidade de informagdes sobre a NAE no camundongo. Atualmente, os grupos de Zhu J. e
colaboradores e de Miletic e colaboradores sdo praticamente os unicos a publicar estudos de
NAE em camundongos C57B1/6. Entretanto, os resultados encontrados divergem em relagao a
sequéncia do peptideo neuritogénico de PO, desenvolvimento ¢ intensidade da doenga. Alguns
estudos sugerem que o camundongo SJL/J ¢é susceptivel a NAE, enquanto as linhagens
BALB/C e C57BL/6, imunizadas utilizando-se o mesmo protocolo, sdo relativamente
resistentes ao desenvolvimento da doenga (ROSTAMI et al., 1990). A indugdo da NAE no
camundongo C57BI1/6 tem uma utilidade particular uma vez que se trata de uma linhagem
“background” para transgénicos e “knockouts”. A primeira descricdo de indu¢do da NAE
nesses animais foi realizada em “knockouts” para CD4, CD8 e CD4/CDS8 através de
imunizacdo passiva com células T reativas especificas a P2 obtidas de um outro animal
previamente inoculado e estimuladas in vitro. Apos receberem essas células os animais foram
imunizados com mielina bovina, AFC e toxina pertussis (TP) (ZHU, J. et al. 1999). Em
estudo posterior o desenvolvimento da NAE em C57Bl/6 foi obtido através da imunizagao
ativa com peptideo 180-199 de PO associado a TP (ZOU et al., 2000). A intensidade e
incidéncia da doenca poderiam ser intensificadas através da administracdo de anticorpos
antilinfocitos T citotoxicos, associados a molécula-4 (CTLA-4), ou seja, através do bloqueio
da CTLA-4 (ZHU, J. et al.,, 2001). Desde entdo, tal grupo tem mantido o protocolo de
imunizacdo ativa com peptideo 180-199 de PO associado a injegdes de TP nos estudos
subsequentes. Entretanto, esse modelo de indugdo nao tem sido reproduzido em estudos de

outros grupos com resultados semelhantes.
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1.1. Susceptibilidade einducéo da NAE

No modelo inicialmente obtido (WAKSMAN e ADAMS, 1955) os sinais clinicos e
histopatologicos apresentados pelos animais sdo semelhantes aos da SGB em humanos.
Inicialmente, os animais apresentam ataxia, seguida de fraqueza muscular progressiva, com
posterior recuperagdo. Nos nervos periféricos sdo encontrados desmielinizagdo e infiltrados
inflamatorios compostos principalmente por linfocitos e macréfagos. A partir de entdo, a
teoria de que a SGB teria base autoimune foi reforgcada e tal modelo experimental tem sido
amplamente utilizado para a investigagdo dos mecanismos envolvidos na doenga (ASBURY
etal., 1978; ASBURY e CORNBLATH, 1990).

Estudos subseqiientes ao de Waksman foram realizados para identificar o componente
neuritogénico do nervo periférico. O principal componente do nervo periférico ¢ a mielina. A
primeira evidéncia da importancia da mielina foi verificada através de estudo que ndo obteve
a NAE apds imuniza¢do com fibras amielinicas do nervo periférico (ROBINSON, ALLT e
EVANS, 1972) e de estudo que relacionou dose inoculada de MNP purificada a intensidade
da doenca. Verificou-se que a MNP induziu a NAE e que a gravidade da doenca foi
diretamente proporcional a dose utilizada (HAHN et al., 1988). As trés principais proteinas da
MNP, as quais juntas correspondem a aproximadamente 75% das proteinas totais, sdo: PO, P1
e P2. PO ¢ uma glicoproteina, enquanto P1 e P2 s3o proteinas basicas (GREENFIELD et al.,
1973; DEIBLER et al. 1978). As trés principais proteinas do nervo periférico foram isoladas e
testadas para indu¢do da NAE em algumas espécies. Verificou-se claramente que, no rato
Lewis, a proteina P2 ¢ neuritogénica e, portanto induz a doenga (KADLUBWSKI E
HUGHES, 1979). Sabe-se que a proteina P2 varia sua quantidade e distribui¢do no SNP
conforme a espécie analisada. No homem e no coelho ha menos P2 nos nervos periféricos que
nas raizes ventrais, enquanto que no rato e na cobaia essas quantidades sdo praticamente

iguais (GREENFIELD, BROSTOFF e HOGAN, 1980). A importancia da proteina P2 para
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indugdo da NAE no rato Lewis e em outras espécies foi confirmada por estudos subsequentes
(HUGHES e POWEL, 1984; TAYLOR ¢ HUGHES, 1985). O préoximo passo foi estudar os
epitopos dessa proteina que possuiam agdo neuritogénica. As sequéncias de peptideos 57-81,
53-78 e 61-70 da proteina P2 foram testadas e pode se verificar que tais sequéncias induziam
NAE em ratos Lewis e camundongos SJL/J dentre outras espécies (BROSTOFF et al. 1977,
1980; ROSTAMI et al., 1990; ROSTAMI ¢ GREGORIAN, 1991; TAYLOR e HUGHES,
1985). A glicoproteina PO ¢ a mais abundante do nervo periférico. Calcula-se que componha
aproximadamente 60% da proteina de membrana da mielina. A PO ¢ expressa especificamente
nas células de Schwann e, portanto ¢ encontrada somente na bainha de mielina dos nervos
periféricos (WOOD e¢ MCLAUGHLIN, 1975; FRANKO et al., 1982). Em cobaias, a
imunizagdo com proteina da mielina PO purificada induziu a NAE, porém a intensidade da
doenca obtida foi moderada (WOOD ¢ DAWSON, 1974). Em rato Lewis, a proteina PO
desenvolveu a NAE quando associada a injecdes de lisofosfatidilcolina (MILNER et al.,
1987). Alguns estudos com camundongos tém utilizado peptideos da proteina PO para inducao
da NAE. A sequéncia de peptideos PO0;go.199, associada a inje¢cdes de TP, foi utilizada para
desenvolvimento da NAE em camundongos C57Bl/6 (ZOU et al., 2000). A sequéncia de
P0;¢6.125 induziu a NAE em camundongos C57B1/6, também associada a inje¢des de TP. Esse
estudo comparou a sequéncia 180-199 a 106-125. Verificou que POjgs.125 produziu uma
doenca mais intensa (MILETIC et al., 2005). Entretanto, em ambos estudos a intensidade da
NAE encontrada nessa linhagem de camundongo variou entre leve e moderada, ndo obtendo
um modelo t3o evidente quanto o encontrado em outras espécies susceptiveis.

A susceptibilidade a NAE ¢ variavel entre espécies e suas linhagens (STEINMAN,
SMITH e FORNO, 1981; ROSTAMI, 1990a). Em ratos verifica-se que linhagens como
Brown Norway e Sprague-Dawley sao resistentes (HOFFMAN et al., 1980; ZHU et al.,

1998b), ja ratos Lewis sdo susceptiveis e amplamente usados nesse modelo experimental.
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Algumas hipodteses sobre as razdes da susceptibilidade do rato Lewis e de outras espécies tém
sido estudadas. Pode estar relacionada a um gene autossémico dominante ligado a regido do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (GASSER et al., 1973; MOORE et al.,
1980). Pode também se relacionar aos baixos niveis de sintese de corticoesterona, a qual
possui um efeito inibitorio sobre a produgao de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF
(MASSON, 1991; PEERS et al., 1995). Em camundongos a linhagem que parece apresentar
maior susceptibilidade é a SJL/J. Verificou-se que esses camundongos desenvolviam a doenga
apds imunizacdo com proteina P2 bovina (TAYLOR e HUGHES, 1985). Os animais
apresentaram sinais clinicos moderados e lesdes histologicas caracteristicas da NAE. Estudos
subsequentes com essa linhagem mostraram predominio de anormalidades eletrofisioldgicas
em relagdo as clinicas (DIEPERINK et al., 1991). Foi evidenciado ainda, que a NAE pode ser
induzida por imuniza¢do com mielina de nervo periférico bovino (MNPB) associada a TP. A
gravidade da doenga pode ser intensificada com IL-12 (CALIDA et al., 2000). Embora tal
modelo aparentemente seja reprodutivel, ndo tem havido grande nimero de publicagdes com a
sua utilizagao.

A inducdo da NAE pode ser realizada através de imunizagdo ativa ou passiva. A
imunizacdo ativa ocorre quando ha injecdo de algum componente da mielina, gerando uma
resposta ativa do sistema imunoldgico contra o antigeno. A imunizagdo passiva consiste em
transferir células T e/ou B especificas a um antigeno, obtidas de um animal previamente
inoculado, a um animal saudavel que posteriormente desenvolve a doenga (LININGTON et
al., 1992). A forma de indugdo, assim como o componente neuritogénico ¢ sua quantidade
interferem no tipo de desenvolvimento da NAE, resultando em diferentes padrdes de evolucao
e intensidade da doenca. Tais variagdes podem mimetizar subtipos da SGB, sendo aspectos

relevantes nesse modelo experimental.
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1.2. Patogénese da NAE

Na NAE ¢ observada a seguinte sequéncia de eventos: ruptura da barreira hemato-
neural; o extravasamento de imunoglobulina e a sua infiltragdo no espago endoneural,
juntamente com linfécitos T ativados e macréfagos e a desmieliniza¢do focal e perivascular
nos nervos periféricos e suas raizes (HARTUNG et al., 1995). Atualmente, estudos tém
evidenciado o envolvimento de células T e B, além de macrdéfagos e varias citocinas na
imunopatogénese dessa doenca (ZHU et al., 1994a,b; HARTUNG et al., 1996).

O passo inicial para o desencadeamento da resposta autoimune ¢ o reconhecimento do
antigeno. No local da inje¢dao, antigenos da mielina sdo fagocitados, processados por
macréfagos e levados aos linfonodos para apresentacdo aos linfocitos T CD4" através das
moléculas de classe II do complexo de histocompatibilidade (MHC II). Ao mesmo tempo, o
adjuvante administrado conjuntamente ao antigeno desencadeia uma resposta imune inata.
Essa reagdo estimula as células apresentadoras de antigeno (APC) a expressarem altos niveis
de co-estimuladores, tais como B7-1 e B7-2, fornecendo mais um sinal para ativacdo das
células T, estimulando a secre¢do de citocinas, tais como IL-12 (ABBAS A. ¢ LICHTMAN
A., 2005). A ligagdo do receptor CD28, expresso em c¢lulas T “naive” e ativadas, as
moléculas B7 das APCs, resulta em sinal co-estimulatério essencial para proliferacao,
producdo de citocinas e sobrevivéncia das células T. O linfécito T citotdxico, associado a
molécula 4 (CTLA-4) tem sido apresentado como um receptor secundario de B7. A ligacdo de
B7 ao CTLA-4 resulta na regulacdo negativa, inibindo células T e assegurando a manutencao
da homeostase imunologica (FREEMAN et al., 1992). Estudos com camundongos C57Bl/6
“knockouts” demonstraram a importancia do CTLA-4 e CD28 no desenvolvimento da NAE.
Camundongos C57Bl/6 CD28” imunizados com peptideo de PO;so.100, associado a TP, ndo
desenvolveram NAE. O grupo controle (CD28"") apresentou sinais clinicos e histologicos da

doenca com intensidade moderada (ZHU Y. et al., 2001a). J& camundongos C57Bl/6,
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imunizados com PO0;g¢.199, sem associacdo a TP, e tratados com anti-CTLA-4, foram capazes
de quebrar a auto tolerancia e desenvolveram a NAE (ZHU J. et al., 2001).

As células T ndo ativadas (“naive”) proliferam principalmente em resposta ao fator de
crescimento autocrino IL-2, apds as células encontrarem o antigeno e os co-estimuladores nos
orgaos linfoides periféricos. A migracao de células T efetoras, que ja expressam moléculas de
adesdo e receptores de quimiocinas para locais de infecg¢do, é estimulada pelas citocinas.
Essas induzem a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais ¢ a quimiotaxia de
leucocitos. As células T ativadas entram no tecido nervoso periférico, reconhecem o antigeno
e desempenham sua funcdo efetora (STOLL et al., 1993; ARCHELOS et al., 1993). As
células T CD4 " podem se diferenciar em subpopulagdes que produzem conjuntos diferentes de
citocinas e assim desempenham fungdes efetoras distintas. O INF-y ¢é a citocina das células
Th,; IL-4 e IL-5 sdo as citocinas que definem Th,. H4 evidéncias de que a ativagdo diferencial
dessas subpopulagdes tem um papel importante na indugdo e regulacdo das doencas
autoimunes (NICHOLSON e KUCHROO, 1996). A diferenciagdo em Th; depende da
ativacao de macrofagos e células NK, as quais secretam e estimulam a producao de IL-12. O
influxo de linfécitos T CD4" Th; para o endoneuro induz a liberacdo de citocinas, dentre elas
INF- y e TNF-a (HARTUNG et al., 1990). A interagdo dessas células com os macrofagos
presentes no local aumenta sua atividade fagocitica, estimula a produgdo de citocinas (IL-1,
IL-6, IL-12, TNF-a), proteases e intermediarios reativos do oxigénio, 6xido nitrico (NO) e
enzimas lisossomais (BARON et al., 1993). Dependendo do antigeno o ataque autoimune
podera ser a bainha de mielina, resultando em desmielinizacdo segmentar e bloqueio de
condugdo, ou ao axodnio, gerando perda axonal primaria (HAFER-MACKO et al., 1996a;

1996b).
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1.2.1. INF-y na NAE

O INF- y estimula a atividade dos macréfagos e a producdo de anticorpos IgG
opsonizantes e fixadores do complemento (ABBAS A. e LICHTMAN A., 2005). Durante a
evolucdo da NAE, o INF- y ¢é produzido pelas células CD4+ Thl e células NK localizadas no
endoneuro (SCHMIDT et al., 1992). O INF- y promove ainda aumento da permeabilidade
vascular e da expressdao de moléculas de adesdo nas células endoteliais, macréfagos e células
de Schwann e facilita a entrada de células inflamatérias no microambiente do nervo
(McCARRON et al., 1993). Adicionalmente aumenta a expressao do MHC II nos macrofagos,
possibilitando uma melhor interagdo com as células T CD4+, gerando expansdo clonal e
amplificagdo da resposta imune. Além disso, regula a isoforma induzivel da sintase do 6xido
nitrico (iNOS) nas células de Schwann (GOLD, TOYKA e HARTUNG, 1995). O INF-y foi
encontrado em raizes nervosas de ratos que desenvolveram a NAE entre o 11° ¢ 13° dia pos-
imunizagao (p.i.), correlacionando-se também aos macrofagos ativados ao longo da evolugao
da doenca (SCHMIDT et al., 1992). Os efeitos do INF-y incluem regulagdo ¢ modulagdo de
IL-12, inducdo da produ¢do de TNF-a e IL-1, além da sua propria producdo. Para investigar o
papel do INF-y na NAE, camundongos C57Bl/6 “knockouts” para o receptor INF-y (INF-yR™"
) foram imunizados com PO0;gy.199 associado a TP ¢ comparados ao controle INF-yR+/+. Os
dois grupos apresentaram sinais da NAE, entretanto o grupo INF-yR”" desenvolveu uma
doenca mais leve, com intensidade e duracdo menores, indicando que INF-y seria importante
para o inicio da doenca (ZHU Y., et al., 2001b). Ha evidencias de que INF-y, TNF-a e IL-1f

em conjunto representem o mecanismo de desencadeamento da NAE (ZHU J. et al., 1998a).

1.2.2. TNF-0. na NAE
O TNF-a é produzido por macréfagos, células T e células de Schwann (MURWANTI et

al., 1996). Os mecanismos patogénicos do TNF-o na NAE incluem modulagdo do MHC II,
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ativacdo dos macréfagos, além do aumento da permeabilidade da barreira hemato-nervosa
(JASINSKI et al., 1995). Alguns estudos apontam que o TNF-a poderia estar envolvido na
destruicdo tecidual da NAE. A injecdo intraneural de TNF-oa em nervo cidtico de
camundongos ¢ ratos gerou edema endoneural, acimulo de leucdcitos nos vasos endoneurais,
degeneragdo axonal e desmielinizagdo, principalmente de fibras perivasculares (REDFORD,
HALL E SMITH, 1995; REDFORD et al., 1997). Trata-se de um dos mediadores chaves na
regulagcdo dos processos autoimunes, sua fungdo ¢ controlada por dois receptores, TNFR1
(p55) e TNFR2 (p75). Ambos sdo expressos em diferentes tipos de células, especialmente na
superficie das células CD4" e CDS8' ativadas. O TNFR2 relaciona-se principalmente as
moléculas de TNF-a associadas & membrana. De acordo com o complexo TNF-receptor
formado, pode ocorrer interiorizacdo ou liberagdo do mesmo, representando um mecanismo
de controle da agdo do TNF-a (VANDENABEELE et al., 1995). A maioria das respostas
atribuidas ao TNF-a sdo mediadas por TNFR1, o qual se liga preferencialmente ao TNF-a
soluvel (LU MO., 2007; WARE et al., 1991; BAO et al., 2003). Formas soluveis de TNFR
podem ser usadas objetivando inibir ou amenizar processos inflamatérios. Na NAE, a
administracdo da forma soluvel de TNFR1 reduziu a intensidade e duracdo da doenca,
amenizando sinais clinicos e patolégicos em camundongos C57Bl1/6. Esse efeito protetor
provavelmente envolveu o bloqueio da acdo do TNF-a na ativacdo e recrutamento de células
inflamatorias no SNP (BAO et al., 2003). Outro estudo desencadeou a NAE em camundongos
C57Bl/6 “knockouts” para TNFRI1. Os resultados mostraram que os animais TNFR1”
desenvolveram uma doenca mais grave. Sendo assim, o TNF-a poderia ter um efeito

modulador, prevenindo o desenvolvimento da NAE nesses animais (LU et al., 2007).
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1.2.3. IL-12 na NAE

A IL-12 é uma citocina produzida por macrofagos, células dendriticas e células B.
Particularmente importante nas fases iniciais da resposta imune, induz a ativagdo de células
NK e a resposta Thl, esta através da diferenciagdo de células CD4 (TRINCHIERI, 1995).
Através da ligagdo a receptores em células T CD4+, a IL-12 ativa a transcricdo do fator
STAT-4, o qual promove a diferenciacdo de células T em células Thl. As células T podem,
adicionalmente, acentuar a producdo de IL-12, por meio da ligagdo do CD40L, nas células T,
ao CD40 nas APCs, estimulando a transcri¢do do gene da IL-12 (BAO et al., 2002). Células
Th; secretam INF-y que, além de promover uma maior proliferacdo das proprias células Thy,
ativam macrofagos. Esses produzem outras citocinas pro-inflamatdrias, tais como o TNF-q, a
IL-2, além da propria IL-12 (TRINCHIERI, 1998; O’ GARRA, 1998). A IL-12 pode também
induzir a proliferagcdo de células B (JELINEKet al., 1995). Estudos mostram que os niveis de
expressao de IL-12 mRNA no linfonodo e no nervo ciatico correlacionam-se com a expressao
do mRNA de citocinas pré-inflmatoérias (TNF-a e INF-y) e com a evolugdo clinica da NAE
(ZHU J. et al., 1997; 1998). O tratamento de camundongos SJL/J imunizados com MBP com
IL-12 prolongou a duragdo e intensificou os sinais clinicos e as lesdes na NAE (CALIDA et
al., 2000). A curva dose-resposta, entretanto deve ser considerada quando se pretende induzir
NAE. Baixas concentragdes de IL-12 (1,0 ng/ml) foram suficientes para induzir o aumento da
proliferacdo de células Th;, porém concentracdes altas (100 ng/ml) ndo s6 suprimiram a

proliferacdo da resposta Th;, como também da Th, (BAO et al., 2002).

1.2.4. IL-2 e IL-6 na NAE
A IL-2 estimula a proliferacdo e diferenciacdo de células T, aumenta a atividade
citolitica das células NK e promove a multiplicacio e secre¢io de Ig por células B ativadas. E

produzida predominantemente por células CD4+ Th; (HARTUNG et al., 1987). Na NAE as
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concentragdes de IL-2 declinam paralelamente aos sinais clinicos, indicando uma fung¢ado
patogénica nessa doenca (ZHU J. et al., 1998a).

A IL-6 ¢ secretada por diferentes tipos de células dentre elas, monocitos ativados,
células T, células endoteliais e de Schwann. Os efeitos da IL-6 incluem estimulagao de células
B e inducdo da resposta na fase aguda. As células de Schwann respondem a IL-6 por
expressdo do mRNA IL-6 e expressao do receptor IL-6 (BOLIN et al., 1995). O aumento da
IL-6 no SNP ¢ verificado antes dos sinais clinicos da NAE e pode induzir a diferencia¢ao de
células do plasma em células B, envolvidas na produ¢ao de anticorpos anti-mielina (ZHU J. et

al., 1994a; 1994b).

1.2.5. IL-18 e IL-17 na NAE

A IL-18 compartilha de propriedades imunologicas com IL-12, como estimulo da
produgdo de INF-y, aumento da citotoxidade das células NK e estimulo a diferenciagdo de
CD4" em Th; (NAKANISHI et al., 2001). Camundongos tratados com anticorpos anti IL-18
apresentaram uma reducdo na gravidade da doenca, enfraquecendo a resposta Th; nos nervos
afetados (YU et al.,, 2002). Mais recentemente, um estudo com camundongos C57Bl/6
“knockouts” para IL-18 (IL-18-/-) verificou que ndo houve diferenga importante no
desenvolvimento e evolu¢do da NAE e nos sinais clinicos entre os grupos IL-18-/- e controle.
A IL-18 ndo impede o desenvolvimento da NAE, mas diminui os niveis de Th; e Thy,
indicando ser um co-indutor de ambas células Th (DUAN et al., 2007). A IL-17 ¢ uma
citocina produzida por células T ativadas e de memoria que induz a producdo de outras
citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF, IL-1 e quimiocinas. Acredita-se que a IL-17
desempenhe um papel na amplificagdo de diferentes reagdes inflamatdrias dependentes de
células T (ABBAS, A.; LICHTMAN, A., 2005). Semelhante a outras citocinas, a IL-17

apresenta fun¢des de protecido e patogenicidade. E importante na defesa contra organismos
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infecciosos (HUANG, W. et al, 2004). Entretanto, elevados niveis de IL-17 intensificam a
gravidade de doengas autoimunes, dentre elas a esclerose multipla e a encefalite autoimune
experimental (KOLLS J.K.; LIDEN A., 2004). A funcdo da IL-17 nas fases aguda e cronica
da NAE foi estudada em ratos Lewis. Verificou-se que a administragdo intranasal de rmIL-17
aumentou a intensidade da doenga na fase aguda, porém reduziu a duracdo da fase cronica.
Esses resultados apresentam a influencia da IL-17 nas duas etapas da NAE (PELIDOU et al.,

2000).

1.2.6. Papel dos macrofagos na NAE

Os macroéfagos sdo importantes para o desenvolvimento da NAE. As células CD4" Th
ativam-nos por sinais mediados pelo contato, liberados pelas interagdes CD40L-CD40 e pela
citocina IFN-y. Os macréfagos ativados t€ém como mecanismo de destruigdo a fagocitose e
posterior degradagdo do antigeno através de reativos de oxigénio, NO e enzimas lisossomais.
Esses produtos estdo presentes dentro dos fagossomos, mas podem ser liberados no tecido
adjacente, causando lesdes ao tecido normal (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Reativos de
oxigénio podem danificar a mielina e células de Schwann (KONAT e WIGGINS, 1985;
BRUCK et al., 1994). Macrofagos medeiam a desmielinizagdo segmentar nas doengas
autoimunes. Ocorre o ataque a mielina intacta de axonios normais. Outra forma de fagocitose
da mielina ocorre na degeneragdo Walleriana, na qual os axonios degenerados tém suas
bainhas de mielina degradadas e removidas (BRUCK, 1997). Os macréfagos, ao contrario das
células T, ndo sdo antigeno especificos e precisam de mecanismos adicionais para orienta-los
ao alvo. Existem evidencias de que os anticorpos podem direcionar a agdo dos macrofagos a
mielina ou ao axonio nas neuropatias inflamatdrias periféricas, dentre elas a NAE (KIEFER et
al., 2001). Estudo in vitro mostrou que a mielina pode ser opsonizada por anticorpos,

aumentando assim a fagocitose realizada pelos macrofagos (MOSLEY e CUZNER, 1996).
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1.3. Aspectos clinicos e patoldgicos da NAE

Normalmente, os sinais clinicos iniciam-se com perda de peso ¢ ataxia, seguidos de
flacidez e fraqueza musculares ascendentes, culminando em paresias ou paralisias que podem
chegar aos membros anteriores (SMITH et al., 1979). O pico dos sinais clinicos, em ratos
Lewis, acontece entre o 13° ¢ 18° dias pds imunizagdo (p.i)., jA em camundongos ¢ comum
encontrarmos esse pico entre o 20° e 24° dias p.i. Apo6s esse periodo os sinais regridem de
modo gradual e descendente (HAHN et al., 1991; CALIDA et al., 2000).

A NAE caracteriza-se histologicamente por infiltrado inflamatorio nas raizes nervosas
e nervos periféricos, constituido essencialmente por macrofagos e linfocitos, e por
desmielinizagdo primaria (HAHN et al., 1991). Verifica-se que as raizes nervosas sao afetadas
com maior intensidade. Isso provavelmente esta relacionado a permeabilidade da barreira
sangue-nervo, a qual nas raizes ¢ mais permeavel aos constituintes séricos que nos nervos
periféricos (ROSEN et al., 1990; HAHN et al. 1995). A desmielinizagao ocorre por agdo dos
macrofagos mediados por anticorpos anti-mielina (POWELL et al., 1984; KIEFER et al.,
2001). Durante a recuperagdo da NAE ocorre remielinizagdo dos axonios pelas células de
Schwann. Essas fibras podem ser identificadas pela presenca de bainha de mielina alterada
(PENDER e McCOMBE, 1995). Os achados -eletrofisiologicos relacionam-se a
desmielinizagdo primdria e algumas vezes a degeneragdo axonal. A desmielinizagdo primaria
encontrada na NAE pode ser demonstrada através de bloqueio ou diminui¢do da velocidade

de conducdo, principalmente nas raizes nervosas (HARVEY e POLLARD, 1992).

1.4. Toxina Pertussis na inducdo da NAE
A TP ¢é uma exotoxina produzida pela Bordetella pertussis, é conhecida pela sua
propriedade adjuvante de induzir a resposta imune Th; (CASPI et al., 1996). Tem sido

amplamente usada como fator estimulante da resposta mediada por Th; nas doencas
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autoimunes orgao especificas, incluindo encefalite alérgica experimental (EAE) e NAE
(RAINE, 1984; ZOU et al., 2000). Verificou-se que o efeito adjuvante da TP estd associado a
competéncia de inducdo e produgdo de citocinas pro-inflamatoérias e expressdo de moléculas
co-estimulatorias como B7-1 e B7-2 nas APCs, o que influencia na diferenciagdo das células
T (RYAN et al., 1998; SHIVE et al., 2000). Uma das principais APCs ¢ a célula dendritica, a
qual ¢é essencial para gerar e manter a resposta imune. Essa célula tem suas fungdes
exacerbadas apos a estimulagdo com TP, aumentando Th;, induzindo a produciao de INF-y e
secretando mais IL-12 (STEINMAN, 1991). A TP ¢ uma substancia vasoativa ¢ afeta a
permeabilidade da barreira hemato-nervosa. Essa propriedade pode facilitar o influxo de
células inflamatérias no endoneuro, facilitando assim, o desenvolvimento de doengas
autoimunes (BEM-NUN et al., 1993). Entretanto, estudos com modelo de uveite autoimune
experimental mostram que a TP pode inibir as respostas quando administrada em estagios
avang¢ados do desenvolvimento da doenga. Essa caracteristica inibitéria foi atribuida a
inibicdo da migra¢do de células efetoras para os orgdos alvo e interrup¢do dos sinais da

proteina G (SUN et al., 1997).

1.5.KM™ (Artim M) nainducio da NAE

A KM' ou Artin M ¢é uma lecitina extraida da semente da Jaca (drtocarpus
integrifolia) que apresenta propriedades biologicas importantes (RANI et al., 1999). Uma das
propriedades dessa lecitina ¢ induzir macréfagos a produzir IL-12 p40, os quais também
estimulam a secre¢do de INF-y por linfocitos. A injecdo de Artin M em camundongos
BALB/c induziu a inversao do padrao de diferenciacdo celular Th, para Th; (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001; PEREIRA-DA-SILVA et al., 2008). Assim, a Artin M na indugdo da
NAE agiria como um potencializador, aumentando a producdo de IL-12 e o padrio de

diferenciacdo dos linfocitos T CD4" em Th;.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
O objetivo geral desse estudo foi investigar o desenvolvimento e evolugdo da NAE em

camundongos C57Bl/6, caracterizando seus sinais clinicos e histoldgicos.

2.2. Especificos
» Avaliar a dose do peptideo P0;go.199 suficiente para inducdo da NAE e caracterizar os

sinais clinicos e histoldgicos correspondentes.

» Verificar a influéncia da forma de inje¢do da TP no desencadeamento ¢ evolugdo da

doenga.

> Verificar a influéncia da lectina KM" (Artin M) como indutor da liberacio de IL-12,

no desencadeamento ¢ evolucdo da NAE.

» Investigar a presenca de infiltrado inflamatério e desmielinizagdo em amostras do

nervo isquiatico e de suas raizes espinhais em diferentes fases da doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, machos, com idade entre 6 e 8
semanas, pesando de 18 a 20g. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e do Centro Multidisciplinar para Investigacéo
Biolégica (CEMIB) da Unicamp. Foram transferidos para o Biotério do Laboratorio de
Neurologia Aplicada e Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto (LNAE).
Esses animais foram mantidos em ambiente com ciclo de luminosidade de 12 horas por dia,
temperatura de 20 a 24°C, recebendo dieta padrdo do biotério e agua“ ad libitum” .

Os protocolos experimentais foram aprovados em projeto encaminhado ao Comité de
Etica e Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(Protocolo n°. 027/2008). Todo o manuseio dos animais foi realizado levando-se em

consideracao principios éticos para uso de animais na educagao e na pesquisa.

3.2 Antigeno

O peptideo neuritogénico utilizado corresponde a sequéncia de aminoacidos 180-199
da proteina PO da mielina de nervo periférico bovino. Esse foi sintetizado em laboratério pela
Genemed Synthesis Inc. (San Francisco, CA, USA) com seguinte sequéncia de aminoécidos

SSKRGRQTPVLYAMLDHSRS.

3.3. Inducéo da NAE
Quarenta e oito animais foram imunizados por duas injecdes subcutaneas nas patas
posteriores e no dorso (base da cauda), respectivamente nos dias 0 e 7° pds-imunizacéo (p.i.).

Em cada dia de imunizac&o receberam 100ul de emulsdo, distribuidos equitativamente nas
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patas. Nos dias -1, 0, 1 e 3 p.i. os animais receberam inje¢oes de TP (Fluka), contendo

respectivamente 400ng, 200ng, 200ng e 200ng cada.

Para comparacdo das doses de peptideo utilizadas, os animais foram divididos e

nomeados grupos 1 e 2. Para comparacao entre as formas de injecdo da TP, os grupos foram

subdivididos em 1A, 1B, 2A ¢ 2B.

GRUPO 1A (n=16)

200 pg de PO;go-199

500 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco, Detroit, MI)
50 pl de PBS

50 ul de AFC (0.5mg Mycobacterium tuberculosis — Sigma)

TP intravenosa

GRUPO 1B (n=16)

200 pg de P0;go-199

500 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco, Detroit, MI)
50 pl de PBS

50 ul de AFC (0.5mg Mycobacterium tuberculosis — Sigma)

TP intraperitoneal

GRUPO 2A (n=8)

60 pg de P03go-199

500 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco, Detroit, MI)
50 pl de PBS

50 pl de AFC (0.5mg Mycobacterium tuberculosis — Sigma)

TP intravenosa
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GRUPO 2B (n=38)

60 ug de P0;go-199

500 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco, Detroit, MI)
50 pl de PBS

50 ul de AFC (0.5mg Mycobacterium tuberculosis — Sigma)

TP intraperitoneal

Além dos quatro grupos anteriores, outro grupo (GRUPO 3) foi feito para adi¢do de

KM" (Artin M) ao protocolo de indugdo. Doze animais foram imunizados segundo o mesmo

protocolo do grupo 2B. Adicionalmente receberam inje¢des i.p. de S0ul contendo 10 pg de

KM+, nos dias 0 e 7° pés imunizagao.

GRUPO 3 (n=12)

60 ug de P0;go-199

500 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco, Detroit, MI)
50 pl de PBS

50 ul de AFC (0.5mg Mycobacterium tuberculosis — Sigma)

TP intraperitoneal

KM intraperitoneal

GRUPO CONTROLE

Os controles pareados receberam duas inje¢des contendo apenas AFC + PBS.
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3.4. Avaliacdo clinica da NAE
A partir do dia anterior a imunizagdo os animais foram pesados e avaliados
diariamente até¢ o 40° dia p.i. Os sinais clinicos foram graduados de 0 a 10, de acordo com a

escala de avaliagdo clinica abaixo:

Tabela 1 — Escala de classificagdo clinica da NAE (KING E THOMAS, 1983)

Grau |Estado do animal

0 Normal

1 Menos atividade

2 Hipotonia dos musculos (queda) da cauda
3 Dificuldade de manter-se ereto

4 Marcha ataxica

5 Paralisia leve das patas posteriores

6 Paralisia moderada das patas posteriores
7 Paralisia severa das patas posteriores

8 Tetraparesia

9 Aspecto moribundo

10 Morto

3.5. Avaliacdo Histologica

Previamente ao inicio dos procedimentos os animais foram pesados, anestesiados com
Ketamina e Xilazina (75 e 15 mg/kg peso corporal, respectivamente) via intraperitoneal. A
seguir, foram posicionados em decubito dorsal na mesa cirirgica, para a realizacdo da
perfusdo intracardiaca através do ventriculo esquerdo, inicialmente com solug¢do salina

tamponada (PBS a 0,05M), para lavagem de 6rgdos e vasos e seguida de solucdo fixadora de
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glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato de sddio a 0,IM. Finalizada a perfusdo, os
animais foram posicionados em decubito ventral, com seus membros anteriores e posteriores
imobilizados em abdugdo. O nervo isquidtico e as raizes espinhais foram dissecados em
ambos os lados. O nervo isquiatico foi retirado proximalmente, apds a emergéncia pelo
forame isquiatico maior, ¢ no terco distal da coxa, proximo a fossa poplitea. As raizes
nervosas retiradas dos segmentos medulares L3 a L6. Os espécimes foram colocados em
solucdo fixadora de glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de soédio (0,1M), na
proporcao de 12% e 88%, respectivamente, ¢ pH 7,4. Permaneceram nessa solucao durante 48
horas a 4° C, para fixac¢ao.

Apbs esse periodo, os fragmentos oriundos do lado esquerdo foram pods-fixados em
tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% e incluidos em resina Epon 812, para obtencdo de cortes
transversais e longitudinais, semifinos (0,5um), corados com azul de toluidina ¢ Azur. Os
fragmentos do lado direito foram incluidos em parafina para realizagdo de cortes histologicos
transversais e longitudinais, corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

As amostras foram retiradas nos seguintes dias p.i.: 18°, 20°, 24°, 28°, 32°, 40°.

3.6. Andlise estatistica
O teste de Kruskal Wallis e o post hoc de Dunn foram utilizados para comparacao
entre os 5 grupos para andlise da evolugdo clinica. As diferengcas foram consideradas

significativas quando p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Grupos1A e 1B

4.1.1. Evolucao Clinica

Os animais dos grupos 1A e 1B receberam 200ug do peptideo P0;g.199, diferenciando-
se na forma de inje¢do da TP: i.v. ou i.p. Observou-se diminui¢gdo do peso em 100% dos
animais até o 20° dia p.i. (£ 4), tanto no grupo que recebeu TP i.v. (1A), quanto no grupo que
recebeu TP i.p. (1B). No grupo 1A os primeiros sinais clinicos apareceram no 11° dia p.i. O
pico da doenca aconteceu entre o 19° e 0 22° dia p.i., sendo que a maior média encontrada foi
de 1,63 (£0,5), no 20° dia p.i. Entretanto, a média geral da classificacdo clinica foi de 0,79
(£0,5). A maioria dos animais (12/16) apresentou hipotonia da cauda (grau 2), mas sem sinais
de paresia ou paralisia dos membros posteriores. A média de duracao dos sinais clinicos foi de
11,06 dias (+4,3). No grupo 1B os valores de pico apresentaram-se entre o 20° e 22° dia p.i., a
maior média encontrada foi de 1,56 (+0,51). A diminuicdo de atividade (grau 1) foi
encontrada em todos os animais do grupo ¢ a queda da cauda (grau 2) foi observada em 68%
deles (11/16). A média dos sinais clinicos durante todo o periodo foi de 0,73 (+0,51). A
duracdo desses sinais teve média de 10,1 dias (+4,0). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos 1A e 1B quando comparadas as médias gerais de classificagao

clinica e as médias dia a dia (do 10° ao 29° dia p.1.).

Tabela 2 — Sinais clinicos na evolugdo da NAE nos grupos 1A e 1B.

Grupo Meédia de classificagdo ~ Média no pico dos sinais ~ Média de duracdo dos
clinica clinicos sinais clinicos (dias)
1A - PO 200pug + TP i.v. 0,79 (+0,50) 1,63 (+0,50) 11,06 (+4,3)

1B - PO 200 pug + TP i.p. 0,73 (£0,51) 1,56 (x0,51) 10,12 (+4,0)
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Grafico 1. Evolugdo dos sinais clinicos apresentados pelos animais dos grupos 1A e 1B. Os primeiros sinais
apareceram entre o 11° e 13° dias p.i. O pico aconteceu entre o 19° e 0 23° dias p.i. Os sinais perduraram até o
30° dia p.i.

4.1.2. Aspectos histologicos

Na avaliagdo histologica do grupo 1A encontramos infiltrado inflamatério endoneural
nos fragmentos do nervo isquiatico de um animal, no 20° dia p.i. (Figura 1). As demais
amostras retiradas dos animais nos 18°, 24°, 28° 32° e 40° dias p.i. apresentaram alteragdes
isoladas (Figura 2 e 3). No grupo 1B verificamos a presenga de infiltrado inflamatorio
epineural em fragmentos do nervo isquiatico e das raizes nervosas, no 18° dia p.i.e 20° dias
p.i., respectivamente (Figuras 4). Discreto infiltrado endoneural na raiz nervosa de um animal,
no 24° dia p.i. (Figura 5). Verificamos que dos dezesseis animais imunizados no grupo A,
apenas um apresentou alteragcdo histologica importante. No grupo 1B, a incidéncia de
alteracdes foi um pouco maior, sendo encontradas trés amostras com presenca de infiltrado
inflamatorio, no 18° 20° e 24° dias p.i. Nenhuma das amostras analisadas mostrou sinais de
desmielinizagdo. Nesses dois grupos a quantidade de animais sacrificados nas datas

determinadas foi: 18° (n=3), 20° (n=3), 24° (n=3), 28° (n=3), 32° (n=2) e 40° (n=2).
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Figura 1 - Fragmento do nervo isquiatico no 20° dia p.i. Grupo 1A. Setas indicam presenga de discreto infiltrado
inflamatorio endoneural. Corte em parafina, corado com HE. Barra 20 pm.

Figura 2 - I. Fragmento da raiz nervosa no 24° dia p.i. Grupo 1A. O corte histoldégico em parafina ndo apresenta
sinais de infiltrado inflamatorio, fragmento sem alteragdes morfologicas. Coloracdo HE. Barra 20um. II. Corte
semi fino do nervo isquiatico no 28° dia p.i. Grupo 1A. Auséncia de alteracdes histologicas e de células
inflamatorias. Azul de Toluidina. Barra 20 um.
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Figura 3 —I. Fragmento do nervo isquiatico, no 40° dia p.i. Grupo 1A. Corte semi fino, corado com azur, sem
evidencia de alteragdes. Barra 20pm. II. Area endoneural ampliada da seccgdo transversal do nervo isquiatico.
Corte semi fino (0,5 pm). Coloragdo Azur. Barra 10 um.

Figura 4 — 1. Secc¢éo longitudinal da raiz de nervosa no 18° dia p.i. Grupo 1B. Setas indicam discreto infiltrado
inflamatorio epineural. Corte em parafina corado com HE. Barra 10 pum. II. Fragmento de raiz do nervo isquiatico
no 20° dia p.i. Grupo 1B. Presenca de células inflamatdrias perineurais. Corte longitudinal, em parafina corado
com HE. Barra 20pm.
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Figura 5 - Fragmento do nervo isquiatico no 24° dia p.i. Grupo 1B. Seta indica presenca de infiltrado
inflamatorio endoneural. Corte em parafina corado com H&E. Barra 50 pm.

4.2. Grupos 2A e 2B

4.2.1. Evolucado clinica

Nos grupos 2A e 2B as imunizagdes foram realizadas com 60ug de P0;gp-199. No grupo
2A, o qual recebeu TP i.v., os primeiros sinais clinicos apareceram no 13° dia p.i. A média de
classificagdo clinica durante a evolugdo da doenca foi de 0,71 (£ 0,4) e o pico da doenga
aconteceu entre o 19° e 0 22° dia p.i. A maior média encontrada foi de 1,5 (+ 0,5), no 20° e 21°
dia p.i. Nesse grupo, todos os animais (n=8) apresentaram diminui¢cdo da atividade (grau 1) e
cinco evoluiram para queda da cauda (grau 2). A média de duracdo dos sinais clinicos foi de
10,5 (+ 4) dias. No grupo 2B, os primeiros sinais apareceram no 16° dia p.i., estenderam-se
até o 27° dia p.i. A média da classificagdo clinica foi 0,6 (+ 0,4) e o pico manteve-se entre o
20° e 22° dias p.i. A maior média encontrada foi de 1,38 (+ 0,7), no 21° dia p.i. Dos oito
animais imunizados, 87% apresentaram diminui¢do da atividade (grau 1) e 50% apresentaram
queda da cauda (grau 2). A média de durag¢do dos sinais clinicos foi de 7,5 (+ 4) dias. Nao

foram encontradas diferencas significativas entre os grupos 2A e 2B se comparadas as médias
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gerais de classificacdo clinica. Quando foram comparadas as médias dia a dia (do 10° ao 29°
dia p.i.) foi verificado que no 14° dia p.i. os sinais clinicos do grupo 2A foram
significativamente maiores que os de 2B (p < 0,05). Isso provavelmente porque os primeiros

sinais do grupo 2B apareceram no 16° dia p.i.

Tabela 3 — Sinais clinicos na evolugdo da NAE nos grupos 2A e 2B.

Grupo Meédia de classificacdo ~ Média no pico dos sinais ~ Média de duragdo dos
clinica clinicos sinais clinicos (dias)
2A - PO 60ug + TP i.v. 0,71(% 0,4) 1,50 (£0,5) 10,5 (= 4)
2B - PO 60 pg + TP i.p. 0,64 (£ 0,4) 1,38 (£ 0,7) 7,5 (#4)
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Grafico 2. Evolugdo dos sinais clinicos apresentados pelos animais dos grupos 2A e 2B. Os primeiros sinais
apareceram entre o 13° e 16° dias p.i. O pico aconteceu entre o 20° e o 22° dias p.i. Os sinais perduraram até o
28° dia p.i.

4.2.2. Aspectos histologicos
No grupo 2A foi observado infiltrado inflamatorio epineural em espécimes do nervo
isquiatico de dois animais no 18° e 20° dia p.i. (Figura 6). Nas amostras do grupo 2B

encontramos infiltrado inflamatorio endoneural nas raizes nervosas de um animal, no 24° dia
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p.i. (Figura 7). Nas demais amostras do nervo isquiatico e raizes, retiradas nos 28°, 32° e 40°
dias p.i., foram encontradas algumas células inflamatdrias esparsas e nao foram observados
sinais de desmielinizacdo em ambos os grupos (Figura 8). Verificamos que 25% dos animais
do grupo 2A e 12% dos animais do grupo 2B apresentaram maiores altera¢des histoldgicas.
Nesses dois grupos a quantidade de animais sacrificados nas datas determinadas foi: 18°

(n=1), 20° (n=2), 24° (n=2), 28° (n=1), 32° (n=1) e 40° (n=1).

Figura 6 — 1. Fragmento do nervo isquiatico no 18° dia p.i. Grupo 2A. Seta indica discreto infiltrado inflamatério
na regido sub-perineural. Corte em parafina corado com HE. Barra 25um. II. Secgdo longitudinal do nervo
isquiatico no 20° dia p.i. Grupo 2A. Seta indica infiltrado pequeno inflamatério perineural. Barra 50pm.

Figura 7 — Secc@o transversal de raiz nervosa no 24° dia p.i. Grupo 2B. Setas indicam presenga de algumas
células inflamatorias no endoneuro. Corte semifino corado com Azur. Barra 10pm.
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Figura 8 — I. Seccdo longitudinal de raiz nervosa no 40° dia p.i. Grupo 2B. Sem evidéncias de alteragdes. Corte
semifino corado com Azur. Barra 20pum. II. Secgdo transversal de raiz nervosa no 32° dia p.i. Grupo 2B.
Auséncia de células inflamatorias ou alteragdes morfologicas. Corte semifino corado com Azul de toluidina.
Barra 10um.

4.3. Grupo 3

4.3.1. Evolucao clinica

Esse grupo recebeu 60um de P0;gp.199 + TP i.p. associados a KM". Nesse os primeiros
sinais clinicos apareceram no 13° dia p.i., seguindo até¢ o 26° dia p.i., a média da duragdo
desses sinais foi de 8,3 (+5) dias. A maioria dos animais (75%) teve apenas diminui¢do da
atividade (grau 1). Somente 16% deles apresentaram queda da cauda (grau 2). A média geral
de classificagdo clinica foi 0,5 (+0,3), sendo que a maior média foi encontrada entre o 19° e
22° dias, correspondendo a 0,92 (£0,6). Nao foram encontradas diferengas significativas entre
o grupo 3 e os demais grupos quanto as médias de classificagdo clinica do periodo. Quando se
analisaram essas médias por dia, foi verificado que o grupo 3 apresentou sinais clinicos mais
discretos em relagdo ao grupo 1A nos dias 15° 19° e 20° p.i. (p < 0,05). Essa diferenca nao foi

verificada quando o grupo 3 foi comparado aos demais.
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Grafico 3. Evolugdo dos sinais clinicos apresentados pelos animais do grupo 3. Os primeiros sinais apareceram
no 13° seguindo até o 26° dia p.i. O pico aconteceu entre o 19° e 22° dias p.i.

4.3.2. Aspectos histologicos

No grupo 3 nao foram encontradas alteracdes importantes nas amostras colhidas dos
doze animais estudados. Observamos em amostras do nervo isquiatico de um animal no 24°
dia p.i., intenso infiltrado inflamatério perineural (Figura 9). Nas demais amostras analisadas
verificamos auséncia de infiltrado inflamatério epineural ou endoneural e auséncia de
desmielinizagdo (Figura 10). Nesse grupo foram sacrificados dois animais em cada data

determinadas.
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Figura 9 — 1. Fragmento distal do nervo isquidtico. Animal no 24° dia p.i. Grupo 3. Presenca de infiltrado
inflamatorio epineural. Cortes 0,5 um, corados com azul de toluidina. Barra 70um. II. Area ampliada de secgado
transversal do nervo isquiatico, em evidéncia o infiltrado inflamatoério perineural. Barra 10um.
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Figura 10 — I. Fragmento distal do nervo isquidtico de um animal no 32° dia p.i., sem alteragdes. Grupo 3. Corte
de 0,5um, corados com azul de toluidina. Barra 30pum. II. Area endoneural ampliada de secgio transversal do
nervo isquiatico. Animal no 32° dia p.i., ndo foram observados altera¢des. Grupo 3. Corte 0,5 um, corado com
azul de toluidina. III. Fragmento distal do nervo isquiatico retirado no 28° dia p.i. Grupo3.Auséncia de infiltrado
inflamatorio. Inclusio em parafina colorado com HE. Barra 20um. IV. Area endoneural ampliada da sec¢io
transversal do nervo isquiatico, sem alteragdo. Animal no 28° dia p.i. Grupo 3. Inclusdo em parafina, coloragdo
HE. Barra 10p.
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4.4. Compar agdo entre 0s grupos

Inicialmente foram comparados os cinco grupos em relagdo a média dos sinais clinicos
e ndo foram encontradas diferencas significativas entre eles. Entretanto, foi observado que
houve uma tendéncia do grupo 1A apresentar os sinais mais intensos e do grupo 3 apresentar
os menos intensos (Tabela 4). Ao compararmos a média desses sinais em cada dia (do 10° ao
29° dia p.i.) foi verificada a existéncia de diferencas significativas (p < 0,05) entre alguns
grupos, em determinados dias. No 15° dia p.i. o grupo 1A apresentou média clinica
significativamente maior que o grupo 3 (0,81 e 0,42, respectivamente). No 19° dia p.i. a média
de classificagdo clinica de 1A também foi significativamente maior que a dos grupos 3 ¢ 2B
(1,63 > 0,92 e 1,0, respectivamente). Ainda no 19° dia p.i.,, o escore do grupo 1B foi
significativamente maior que o do grupo 2B (1,31 e 1,0, respectivamente).

A classificacdo clinica variou entre grau 1 e 2. Pode-se considerar que grau 1
corresponda ao estado geral do animal e n3o necessariamente a alteragdo neurologica.
Enquanto que o grau 2 pode ser visto como uma alteragcdo neuroldgica. Nos animais
imunizados foi observado que 90% apresentaram sinais clinico-neurolégicos, 57% tiveram
diminui¢do da atividade (grau 1) e queda da cauda (grau 2) e 33% apresentaram apenas
diminui¢do da atividade. Dentre os animais que apresentaram grau 2, 75% eram do grupo 1A
e 68% do grupo 1B. Nos grupos 2A e 2B foi verificado que 62,5% e 50%, respectivamente,
evoluiram para queda da cauda. No grupo 3 16% dos animais apresentaram queda da cauda.

Células inflamatodrias esparsas foram constatadas em amostras dos animais com sinais
clinicos, entretanto infiltrado inflamatério endoneural, epineural ou perineural foi encontrado
em 11% dos animais imunizados, considerando os 5 grupos. Desses animais, todos
apresentavam grau 2 na classificagdo clinica. Infiltrados epineurais ou perineurais foram
observados em 8% dos animais imunizados e infiltrados endoneurais em 5% deles. Entre os

grupos, foi verificado que o grupo 2A apresentou maior nimero de amostras com células
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inflamatoérias, seguido pelos grupos 1B, 2B, 3 e 1A. Porém, o infiltrado endoneural foi

encontrado somente nos grupos 1A e 1B os quais apresentaram a mesma incidéncia (6,2%).

Tabela 4 — Médias dos sinais clinicos da NAE correspondentes aos 5 grupos estudados.

[ 7 7 . Meédia de Incidéncia Infiltrado
Mec.iza de~ Meédia 1o pieo duragdo dos Queda da inflamatorio
Grupo classificacdo dos sinais T S
linica clinicos sinais clinicos cauda no peri, epi ou
¢ (dias) (grau 2) endoneuro
1A 0,79 £0,5 1,62 +0,5 11,06 +4 75% 6,2%
1B 0,73 £0,5 1,56 £0,5 10,12 +4 68% 18,7%
2A 0,71 £0,4 1,50 +£0,5 10,5 +4 62% 25%
2B 0,64 +£0.,4 1,38 +0,7 7,5 4 50% 12,5%

3 0,50 £0,3 0,92 +£0,6 8,3 £5 16% 8,3%




5. DISCUSSAO




Discussdo 52

5. DISCUSSAO

Considerando os 5 grupos, noventa porcento dos camundongos apresentaram algum
sinal clinico-neurologico, em 33% foi observada apenas diminui¢ao da atividade e em 57%
dos animais foi verificado, queda da cauda, ainda que discreta. Em geral a intensidade do
comprometimento motor na NAE induzida no camundongo C57Bl1/6 é pequena. Em estudos
iniciais a intensidade e incidéncia de sinais neuroldgicos foram semelhantes as observadas no
presente estudo ficando também evidente a necessidade do uso de TP, vez que, quando ndo
utilizada, a incidéncia da doenca foi de 42% e a intensidade do comprometimento foi menor
(ZOU et al., 2000; ZHU J. et al., 2001). Estudo posterior confirmou a pouca intensidade do
comprometimento motor em camundongos C57Bl/6 selvagens (LU MO et al., 2007). A
tentativa de reprodugdo do modelo por outro grupo, utilizando o peptideo e TP, se associou a
sinais ainda menos intensos (nenhum dos animais teve queda completa da cauda ou
diminui¢do de for¢a muscular) em 53% dos animais (MILETIC et al, 2005). Essa pouca
intensidade de sinais — limitados a encurvamento da cauda — eventualmente foi encontrada em
apenas 33% dos animais em outro estudo (MIYAMOTO et al., 2003). Contrastando com a
pouca intensidade de sintomas, em outros estudos do grupo que descreveu o modelo, os
camundongos chegaram a apresentar paraparesia grave, além da queda completa da cauda
(ZHU Y. et al, 2001a; 2001b; 2002; BAO L. et al., 2002).

Em apenas 5% dos camundongos do presente estudo foram encontrados infiltrados
inflamatorios no endoneuro e, em 8% esses infiltrados ocorreram exclusivamente no epineuro
e ou perineuro, embora células inflamatorias esparsas tenham sido constatadas em amostras
de todos os animais com sinais clinicos. Nao foi encontrada desmielinizacdo segmentar
quando foram analisadas as sec¢des transversais dos cortes semifinos. Ha referéncia de que
alguns animais ndo apresentaram infiltrados inflamatorios nem desmielinizagad segmentar,

apesar de terem apresentado sinais clinicos (ZOU et al. 2000). Discreto infiltrado macrofagico
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e linfocitico, no endoneuro, sem evidéncia de desmielinizacdo ou danos axonais foi referido
(MILETIC et al, 2005). Um “infiltrado celular difuso” (100 células por mm?2), associado a
fibras degeneradas no nervo cidtico no 14° dia pos-imunizagdo em camundongos C57Bl/6
selvagens foi referido, embora as imagens de corte semifino que documentam o estudo nao
sejam convincentes (MIYAMOTO et al., 2003).

No presente estudo foi verificado infiltrado inflamatério em alguns animais no nervo
isquidtico e em outros animais nas raizes. Desmielinizagdo na cauda equina € no nervo
isquiatico foi documentada, sem especificacdo de topografia exclusiva ou predominante e
nem da extensdo e da intensidade da referida desmielinizagao (CALIDA et al., 2000). A maior
parte dos estudos com camundongos utiliza para andlise histologica segmentos do nervo
isquidtico retirados o mais proximo de suas raizes. Nesses, sdo relatadas alteracdes
histologicas que habitualmente sdo pouco detalhadas quanto a sua incidéncia. Frequentemente
a quantificacio ¢ feita através de contagem de células inflamatérias / mm® na secgdes
longitudinais do nervo isquiatico. Esse namero variou de 40 a 140 células inflamatérias / mm®
(ZOU et al., 2000; ZHU J. et al., 1999; 2001; ZHU Y. 2001a; 2001b; 2002; BAO et al., 2002;
2003; DUAN et al., 2004; 2007; LU MO et al., 2007; BRUNN et al. 2008).

Ha evidencia de que os camundongos C57BL/6 sdo resistentes a indugcdo de NAE por
injecdes de proteina P2 e mielina de nervo periférico bovino (MNPB) que sdo comumente
usadas para indug¢do em outros animais. Foi comparada a susceptibilidade de diferentes
linhagens de camundongos a NAE usando a proteina P2. Verificou-se que os camundongos
SJL desenvolveram déficits neuroldgicos, enquanto BALB/C, CBA ¢ C57BL/6 foram
resistentes (TAYLOR e HUGHES, 1985). A NAE pode ser induzida em camundongos SJL/J
com MNPB associada a AFC, mas também aqui se observou um comprometimento do SNP
menos intenso que o encontrado em ratos Lewis (ROSTAMI et al; 1990). Os sinais clinicos

da NAE induzida em camundongos SJL/J imunizados com MNPB, AFC e TP, associados ou
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nao a IL-12 foram estudados. Observou-se que esses sinais foram mais precoces (sinais
iniciais 2 dias antes) e intensos no grupo que recebeu IL-12 e que a TP aumentou a
intensidade e durag¢do dos sinais clinicos (CALIDA et al., 2000). Em nosso estudo, o uso da
lectina KM (Artin M) objetivou um aumento na producio de IL-12 (PANUNTO-CASTELO
et al, 2001; PEREIRA-DA-SILVA; ROQUE-BARREIRA; VAN DAMME, 2008) e
consequentemente a intensificacdo da doenga. Entretanto, ndo verificamos diferenca nos
padrdes que vinham sendo encontrados. Possiveis justificativas seriam: a dose utilizada
poderia ter sido insuficiente para tal resposta; a forma de aplicacdo - aplicacdo local ou
intravenosa eventualmente poderiam levar a respostas diferentes; ou ainda, a ndo obtencao da
NAE com intensidade suficiente para diferenciar os grupos. Em diferentes modelos de
doengas autoimunes 6rgao especificas o uso de TP como adjuvante complementar ¢ habitual.
A TP potencializa a resposta Th1-Th2, ativando citocinas e auxiliando na expressdo de
moléculas co-estimulatorias como CD28, resultando no aumento de células T (RYAN et al.
1998). O presente estudo comparou as formas de aplicacdo da TP no desencadeamento e
evolucdo da doenca. Nao foram observadas diferencas entre os grupos de animais com
aplicacdo intraperitoneal e intravenosa. A maioria dos estudos utiliza a via i.v. para aplicacao,
diferenciando nas doses ¢ dias de inje¢do, porém a via i.p. também pode ser utilizada (ZHU J.
et al., 2001; 2002; 2007; MILETIC et al., 2005; 2008; CALIDA et al., 2000).

Aspectos importantes para indugdo da NAE correspondem a sequéncia de peptideos e
a dose utilizada. Estudos em ratos Lewis demonstram a influéncia da dose de peptideo
inoculada na intensidade dos sinais clinico-histopatologicos da doenga (HAHN et al., 1988).
Foram utilizadas no presente estudo duas doses: 60 pg e 200 pg do peptideo P0;g¢.199 € quando
comparados os sinais clinicos, houve diferengas significativas a favor da dose maior. Os
infiltrados endoneurais foram encontrados apenas em animais desse grupo. Entre os estudos

que utilizam o modelo da NAE naquela linhagem de camundongo, as doses variam de 60ug a
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200 pg do peptideo. Alguns estudos utilizaram 60 pg do peptideo P0;sp.199 para inducao da
NAE. Os resultados encontrados foram discretos tanto na clinica, quanto na histologia
semelhantes, portanto aos do presente estudo (ZOU et al., 2000; ZHU J. et al., 2001). O uso
da mesma dose se associou tanto a paraparesia moderada quanto a grave, até paralisia (ZHU
Y. et al., 2001a; 2001b; 2002. Em outros dois estudos, o0 mesmo grupo utilizou 120 pg do
peptideo - o dobro da dose dos estudos anteriores — e foram encontrados sinais menos intensos
(DUAN et al., 2007; LU MO. et al., 2007). Em outro estudo, 200 ug do peptideo P0;g¢.199
foram utilizados e os resultados divergiram dos estudos anteriores: apesar da dose mais alta, a
doenca desencadeada teve intensidade discreta, apresentando sinais clinico-neurologicos e
histologicos sutis em 53% dos animais (MILETIC et al.,2005) tais como os encontrados no
presente estudo.

Considerando a transitoriedade dos achados, a pouca intensidade das manifestagdes
clinicas e que nem sempre pode ser documentada uma desmielinizacdo, é possivel que parte
das manifestacdes clinicas no modelo hora estudado possam ser devidas a distiurbios
funcionais da conducdo nervosa, desencadeados pela liberagdo de citocinas pelas células
inflamatorias encontradas ao longo das raizes e dos nervos, mais do que a uma extensa
desmielinizagdo. Tais consideragdes t€ém como base a mesma possibilidade aventada para os
primeiros dias de instalagdo da sindrome de Guillain-Barré no homem, nas quais ainda ndo
haveria uma desmielinizagdo generalizada, mas apenas um possivel efeito funcional que até
poderia estar relacionado aos infiltrados. Essa interpretacdo ¢ aventada para explicar a
resposta preferencial ao tratamento com imunoglobulina humana em altas doses ou
plasmaférese na primeira semana da sindrome. Apods a instalagdo generalizada da
desmielinizagdo, a partir da segunda semana de instalagio da sindrome, a resposta ao

tratamento ¢ menos evidente (RUDNICKI, S., 1992).
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O modelo da NAE desencadeado nos camundongos C57Bl/6 caracterizou-se por
discretos sinais clinicos e pouquissimas alteragdes histopatologicas. Nao observamos
diferencas entre as formas de injecdo da TP e entre as doses de peptideos utilizadas, doses de
200pg de peptideo se associaram a sinais clinicos e comprometimento histoldégico mais
evidentes do que nos outros grupos. A correlacdo entre a evolugdo clinica da NAE e a
presenga de alteracdes histologicas ou células inflamatorias nos nervos periféricos, também
foi observada em numero reduzido de animais. Estudos futuros sdo necessarios para melhor
estabelecer a topografia das lesdes e as alteragdes eletrofisioldgicas evolutivas nesse modelo.
A pouca intensidade das lesdes e a variabilidade da sua intensidade sdo também indicativas da
necessidade de serem estudadas cepas de camundongos mais susceptiveis a NAE como ocorre
com ratos Lewis. A extensissima quantidade de ferramentas biotecnoldgicas disponiveis no
mercado e nos laboratdrios de investigacdo para o estudo dos efeitos de doengas auto-imunes
em camundongos justifica essa busca. Tais estudos poderiam permitir uma melhor
compreensdo das doengas auto-imunes do sistema nervoso periférico no homem e contribuir

para que se encontrem tratamentos mais eficazes para tais doengas.
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6. CONCLUSOES

» O modelo de NAE em camundongos C57BI/6 caracterizou-se por discretos sinais

clinicos e poucas ateracfes histol dgicas.

» N&o foram observadas diferencas nas manifestacfes clinicas e histolégicas da NAE

entre as formas de aplicacdo da TP.

» Entre as doses de peptideos utilizadas, doses de 200ug de peptideo se associaram a

sinais clinicos e comprometimento histol6gico mais evidentes do que doses de 60 pg.

> Néo foi observada influéncia da lecitina Artin M (KM™) nas manifestagtes clinicas e

histol 6gicas da NAE.

» Alteraces histol6gicas ou presenca de células inflamatorias no nervo isquiético e nas

raizes L 3-L 6 foram observadas em nimero reduzido de animais.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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