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Resumo 
 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença que provoca perda de mielina dos neurônios do 

sistema nervoso central (SNC). Ela acomete adultos jovens e leva a disfunções motoras, como 

paralisias dos membros superiores e inferiores, e disfunções sensitivas. Os mecanismos fisiopato-

lógicos e etiopatogênicos ainda não estão bem esclarecidos e os tratamentos disponíveis não alte-

ram significativamente o prognóstico. A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é um 

dos modelos animais utilizados para o estudo da doença; pela sua semelhança com a EM. Nesse 

contexto, mediadores inflamatórios, como o fator ativador plaquetário (PAF), podem ter um pa-

pel fundamental no estabelecimento da condição neuroinflamatória. 

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o papel desempenhado por mediadores in-

flamatórios, especialmente o PAF na EAE. Foram avaliados adesão e rolamento de leucócitos em 

camundongos deficientes para o receptor de PAF (PAFR
-/-

) submetidos à EAE, bem como parâ-

metros clínicos, comportamentais, histológicos e moleculares nesses animais. 

Verificou-se que animais deficientes para o receptor de PAF desenvolvem EAE mais 

branda que os animais selvagens. Análises histopatológicas revelaram menor infiltrado inflamató-

rio nos animais PAFR
-/-

 e presença de leucócitos polimorfonucleares nestes animais, em contraste 

aos animais selvagens que apresentaram infiltrado inflamatório predominantemente mononuclear. 

Os níveis de moléculas pró-inflamatórias no SNC de animais PAFR
-/-

 também foram menores 

que nos animais WT, indicando que havia poucos estímulos à migração de células mononucleares 

nestes animais. Entretanto, a adesão e o rolamento de células na microvasculatura cerebral, pas-

sos essenciais na migração celular, eram semelhantes nos animais PAFR
-/-

 quando comparados 

aos animais WT. A ausência de células CD4
+
 e de células produtoras de IL-17 nos animais PA-

FR
-/-

 confirmou a deficiência em parâmetros pró-inflamatórios nestes animais. 

Paralelamente, foram investigados parâmetros comportamentais em animais induzidos 

com EAE. Entretanto, não foram encontradas alterações significativas em memória e ansiedade 

nos animais com EAE nem antes do início dos sinais clínicos, nem após a remissão da EAE. 

Assim, neste estudo foi demonstrado que o PAF exerce um papel fundamental no proces-

so neuroinflamatório deflagrado durante a EAE, provavelmente relacionado aos tipos de células 

que invadem o SNC. 



 

Abstract 
 

Multiple sclerosis (MS) is a disease that causes myelin destruction in the central nervous 

system (CNS) neurons. It affects young adults and leads to motor dysfunctions, like front and 

hind limbs paralysis and sensitive dysfunctions. The pathophysiological and ethiopatogenic me-

chanisms are still not well understood and available treatments do not alter prognosis significant-

ly. The experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is one of the animal models used for 

the study of the disease, due to its similarity with MS. In this context, inflammatory mediators 

like platelet activating factor (PAF), could have an essential role in the establishment of the neu-

roinflammatory condition. 

Thus, the objective of this study was to investigate the role of inflammatory mediators, 

especially PAF, in EAE. It was evaluated the rolling and adhesion of leukocytes in mice deficient 

for the receptor of PAF (PAFR
-/-

) induced with EAE, as well as clinical, behavioural, histologic 

and molecular parameters in these mice. 

PAFR
-/-

 animals develop a milder EAE when compared to wild type (WT) mice. Histopa-

thologic analyses revealed fewer inflammatory infiltrates in PAFR
-/-

 animals and the presence of 

polimorphonuclear leukocytes in these animals, contrasting with WT animals that presented an 

inflammatory infiltrate composed predominantly of mononuclear cells. Levels of proinflammato-

ry molecules in the CNS of PAFR
-/-

 animals were also lower than WT animals, indicating a dimi-

nishment in the stimuli to the migration of mononuclear cells in these animals. However, adhe-

sion and rolling of cells in brain microvasculature, which constitute essential steps in cellular 

migration, were similar in PAFR
-/-

 animals when compared to WT. Absence of CD4
+
 cells and 

IL-17 producer cells in PAFR
-/-

 animals confirmed the deficiency in proinflammatory parameters 

in these mice. 

In parallel, behavioural parameters were investigated in EAE-induced animals. Nonethe-

less, no significant changes were found in memory and anxiety in mice with EAE either before 

the onset of clinical signs or after EAE remission. 

In conclusion, this study demonstrated that PAF exerts a fundamental role in the neuroin-

flammatory process during EAE, probably related to the types of cells that invade the CNS. 
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1. Introdução 

 

1.1. Esclerose múltipla 

 

A esclerose múltipla é a doença desmielinizante do sistema nervoso central mais comum e 

para a qual os tratamentos atuais têm efetividade limitada. Em média, a idade de acometimento é 

aos 30 anos e, com exceção de traumas, esclerose múltipla permanece sendo a mais freqüente 

causa de incapacidade neurológica em adultos jovens (Al-Oamishi et al., 1999). No Brasil, a pre-

valência é variável, de 1,36 casos por 100 000 nas áreas equatoriais (Ferreira et al., 2004) a 15 

por 100 000 na região sudeste (Fragoso e Fiore, 2005; Callegaro et al., 2001). 

As primeiras descrições clinico-patológicas da esclerose múltipla foram realizadas por 

Charcot, no entanto, foram Robert Carswell e Jean Cruveilhier os primeiros a documentar as le-

sões patológicas (Moreira et al., 2002). A doença é caracterizada pela ocorrência de lesões des-

mielinizantes inflamatórias focais na substância branca encefálica ou na medula espinhal, que são 

responsáveis pela determinação dos sintomas clínicos observados nos pacientes (Raine et al., 

1997; Compston et al., 2005). Os sintomas mais comuns incluem déficits motores (paralisias) e 

sensitivos (hipo ou anestesias), alterações visuais e esfincterianas. Todos esses sintomas, ao gera-

rem incapacidade funcional, têm impacto significativo na qualidade de vida do indivíduo. 

A progressão clínica da doença é avaliada analisando-se o acúmulo de debilidade neuro-

lógica com ferramentas metodológicas padronizadas, incluindo a escala de Kurtzke, ou EDSS, do 

inglês Expanded Disability Status Scale (Kurtzke, 1983). 

Não há dados nacionais sobre o impacto econômico da esclerose múltipla, mas o gasto 

com as drogas imunomoduladoras para o tratamento da doença consome parcela significativa do 

orçamento das Secretarias de Saúde dos Estados destinado à compra de medicamentos. Em Mi-

nas Gerais, a Secretaria de Saúde gastou no ano de 2001 R$4.683.780,00 em medicamentos imu-

nomoduladores para a esclerose múltipla (Lana-Peixoto et al., 2002). Neste valor, não estão con-

tabilizados os prejuízos da incapacidade produtiva do indivíduo. Assim, justificam-se os estudos 

visando um maior entendimento e a busca de terapias para a esclerose múltipla. 

Existem três tipos principais de curso clínico da esclerose múltipla: surto-remissão, que é 

a mais freqüente (85% dos casos) e caracterizada por surtos isolados e subseqüentes períodos de 
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estabilidade clínica; secundária progressiva, que acontece após vários surtos com a debilidade 

clínica aumentando continuamente; e primária progressiva, em que os pacientes desenvolvem 

déficits clínicos progressivos e contínuos desde o primeiro surto (Friese et al., 2006). 

Exames post-mortem identificaram quatro principais tipos de lesões patológicas no cére-

bro de pacientes com esclerose múltipla. As lesões do tipo I e II constituem desmielinização as-

sociada a linfócitos T e macrófagos, com excesso de deposição de anticorpos nas lesões do tipo II 

quando comparadas às do tipo I. Ambas as lesões ocorrem tipicamente em regiões perivasculares. 

As lesões do tipo III e IV apresentam distrofia e apoptose de oligodendrócitos, características 

ausentes nas lesões dos tipos I e II. Outra característica que diferencia lesões tipo III e IV das 

lesões tipo I e II é o fato de que, naquelas, a presença de macrófagos é menos intensa e não segue 

o padrão perivascular que ocorre nas últimas. Além disso, as lesões do tipo IV foram encontradas 

exclusivamente em pacientes com esclerose múltipla do tipo primário-progressivo (Luchinetti et 

al., 2000). 

É possível que a doença se inicie a partir de células T autorreativas para antígenos da mie-

lina (como, por exemplo, glicoproteína de mielina de oligodendrócito). A esclerose múltipla é 

caracterizada essencialmente por inflamação no sistema nervoso central, sobretudo na substância 

branca. Esse processo inflamatório está associado ao influxo de células mononucleares no siste-

ma nervoso central em resposta a uma variedade de estímulos teciduais, que incluem citocinas 

inflamatórias e quimiocinas. As células inflamatórias levam à perda da mielina, disfunção da in-

tegridade dos oligodendrócitos e, posteriormente, perda axonal. Esses eventos são, em última 

instância, os responsáveis pelos sintomas e pela incapacidade funcional relacionada à doença. 

Portanto, o entendimento do processo inflamatório, especialmente da migração de células para o 

sistema nervoso central, é fundamental na compreensão da esclerose múltipla (Al-Oamishi et al., 

1999). 

Embora os eventos que ocasionem a doença não estejam totalmente compreendidos, a 

maior parte das evidências leva a crer numa etiologia autoimune associada a fatores ambientais e 

a predisposições genéticas ainda incertas. Os fatores ambientais que provavelmente estão envol-

vidos incluem baixa exposição à luz solar, deficiência de vitamina D, exposição ao vírus Epstein-

Barr e tabagismo (Ramagopalan et al., 2010). Fatores genéticos tem sido implicados na esclerose 

múltipa, especialmente relacionados aos genes para HLA, receptor de IL7 e receptor de IL2 

(Svejgaard et al., 2008). A predisposição genética parece ter grande influência na probabilidade 
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de desenvolver esclerose múltipla, uma vez que quanto mais próximo o parentesco com um paci-

ente, maiores as chances de se desenvolver a doença (Sadovnick et al., 2009). No entanto, um 

estudo recente em gêmeos idênticos discordantes para a doença não detectou evidências genéticas 

ou epigenéticas que sejam determinantes para o aparecimento da esclerose múltipla (Baranzini et 

al., 2010). 

 

 

1.2. Modelo de encefalomielite auto-imune experimental (EAE) 

 

1.2.1. Introdução 

 

São três os critérios básicos a serem seguidos para um modelo experimental satisfatório 

(Neumann et al., 2011).  

1. Validade de face: o que significa que o fenótipo do modelo é similar à síndrome 

humana que ele, supostamente, mimetiza; 

2. Validade preditiva: a manipulação conhecida por influenciar a patologia humana 

(de uma forma positiva ou deletéria) terá efeitos comparáveis no modelo animal; 

3. Validade de construto: com a qual as duas anteriores contribuem, pressupõe que 

uma doença humana e o modelo animal compartilham substratos patológicos co-

muns que podem explicar a patologia em ambos. Assim, permite a geração de uma 

teoria mecanística comum e de testes experimentais dos aspectos clínicos mais no-

táveis de uma doença qualquer. 

Existem diversas estratégias laboratoriais que geram condições desmielinizantes, como, 

por exemplo, o uso crônico de cuprizona (Torkildsen et al., 2008) e infecção por vírus de Theiler 

(Drescher e Sosnowska, 2008). Entretanto, a encefalomielite autoimune experimental (EAE) é 

um dos métodos mais utilizados, atualmente, para se estudar esclerose múltipla. 

Os critérios listados acima aplicados à EAE mostram que este é um modelo atraente para 

o estudo da esclerose múltipla. Quanto à validade de face, o modelo apresenta um fenótipo simi-

lar à doença em humanos, pois gera fraqueza de membros. Em relação à validade preditiva, dro-

gas que interferem com a progressão da doença na EAE também interferem com a progressão da 

doença na esclerose múltipla. Por fim, na validade de construto, tanto o modelo como a doença 
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apresentam a geração de uma resposta autoimune contra antígenos de mielina no sistema nervoso 

central, considerado, hoje, o principal mecanismo envolvido no início e progressão da esclerose 

múltipla (Glass et al., 2010). 

 

1.2.2. História da EAE 

 

O modelo foi utilizado pela primeira vez em 1933 por Thomas Rivers (Epps, 2005), que 

administrou extratos de cérebro de coelho em macacos Rhesus. Rivers percebeu que os animais 

desenvolviam paralisia e esta condição era dependente da quantidade de mielina que havia no 

extrato aplicado no animal. A indução era bastante laboriosa, pois Rivers fazia cerca de 80 apli-

cações de extrato de cérebro por animal, durante um período de um ano. Alguns anos depois, 

Kabat e colaboradores (1946) utilizaram um adjuvante desenvolvido por Jules Freund. A partir 

daí, era necessária apenas uma injeção de extrato de cérebro para que a indução acontecesse 

(Epps, 2005). 

Existem diversos modelos de EAE para diversas espécies, com destaque para os modelos 

em camundongos (Tabela 1). 
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Tabela 1 Modelos de EAE ativa comumente utilizados e suas aplicações 

Espécie/ 

Linhagem 

Estudos e aplicações 

 Peptídeos indutores da EAE  

C57BL/6 MOG35–55; OSP179–207; rNo-

go-66 

Linhagem comumente usada para gerar animais 

transgênicos e há muitos animais knock out e 

transgênicos disponíveis; patogênese mediada 

por células CD4
+
 Th1/Th17; validação pré-

clinica de compostos terapêuticos; dano mediado 

por células T CD8
+
 

SJL/J MOG92–106; PLP139–151; 

PLP178–191; PLP104–117; 

OSP57–72; MOBP37–60; 

MOBP15–36; MBP; MBP89–

101; Nogo-66 

Estudo dos mecanismos do surto; controle gené-

tico de doença autoimune; espalhamento de epí-

topo; desmielinização mediada por anticorpo; 

influência do gênero na autoimunidade; valida-

ção pré-clinica de compostos terapêuticos 

Biozzi ABH MOG, MOG1–22; MOG43–57, 

MOG134–148; PLP56–70; 

MBP21–35; MAG97–112; ab-

crystallin1–16; NF-L; GFAP 

Estudo dos mecanismos do surto; desmieliniza-

ção mediada por anticorpos; validação pré-

clínica de compostos terapêuticos 

B10.PL e 

PL/J 

MBP Ac1–11; MOG35–55 Estudo de Treg; mimetismo molecular e influên-

cias ambientais; mecanismos de tolerância; vali-

dação pré-clínica de compostos terapêuticos 

C3H/HeJ PLP215–232, PLP Dano mediado por células T CD8
+
; mecanismos 

de tolerância 

Ratos Lewis MBP; MBP29–84; MBP61–82; 

MBP80–105; MBP170–186; β-

Synuclein93–111 

Estudo de comportamento migratório de células 

T autoimunes; controle genético da autoimuni-

dade, validação pré-clinica de compostos tera-

pêuticos 

Ratos DA, 

BN 

MOG Desmielinização mediada por anticorpos; mime-

tismo molecular; controle genético da autoimu-

nidade 

Macaco Rhe-

sus (Macaca 

mulatta) 

MBP; MOG34–56 Influência ambiental na autoimunidade no SNC; 

patologia axonal; desmielinização mediada por 

anticorpos; validação pré-clínica de compostos 

terapêuticos 

Sagüi co-

mum (Callit-

hrix jacchus) 

MOG; MOG14–36 Similar ao macaco Rhesus 
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1.2.3. Modelo de EAE induzido pela Glicoproteína da Mielina do Oligodendrócito 

(MOG): vantagens e limitações 

 

O modelo utilizado neste trabalho envolve a proteína MOG. Suspeita-se do envolvimento 

dessa proteína em EAE desde 1976 quando Lebar e colaboradores argumentavam que a desmieli-

nização observada em animais induzidos era mediada por anticorpos com reatividade para um 

componente da mielina, na época denominado M2 (Lebar et al., 1976). Em 1984, Linington e 

colaboradores identificaram a proteína pela primeira vez, e logo ela foi associada aos anticorpos 

relatados pelo trabalho de Lebar (Linington et al., 1984). Em 1995, Johns e colaboradores induzi-

ram EAE em ratos Lewis utilizando pela primeira vez a proteína MOG purificada, ao invés do 

extrato de cérebro. No ano seguinte, Ichikawa e colaboradores (1996) descobriram que o peptídeo 

35-55 da proteína MOG era capaz de gerar anticorpos específicos de linfócitos B. A seguir, Sla-

vin e colaboradores (1998) induziram a EAE utilizando o peptídeo MOG35-55 em camundongos 

C57BL/6 (H2b), gerando uma condição de surto único e cronicamente paralisante e consolidan-

do, assim, a indução através deste protocolo. 

Há diversas semelhanças entre a EAE e a esclerose múltipla além da debilidade motora. A 

desmielinização e infiltrado inflamatório de células T CD4
+
, características encontradas no cére-

bro de pacientes com esclerose múltipla (Goverman, 2009), também são encontradas no modelo 

de EAE (Hjelmström et al., 1998). Tal similaridade entre os dois quadros patológicos faz da EAE 

um modelo útil no estudo dos mecanismos fisiopatológicos da esclerose múltipla e, não obstante, 

valida a EAE como um modelo para o desenvolvimento de terapias. 

No entanto, não é uma unanimidade considerar EAE como um modelo de esclerose múl-

tipla. Isso porque, apesar de muitas semelhanças com aquela doença, a EAE possui diferenças 

importantes. Do ponto de vista farmacológico, dois medicamentos testados com sucesso em EAE 

falharam no tratamento de esclerose múltipla. Um deles é um bloqueador da integrina α4β1. Este 

medicamento foi eficiente no tratamento dos modelos de EAE e também foi bastante eficaz em 

alguns pacientes, porém houve dois casos de desenvolvimento de leucoencefalopatia multifocal 

progressiva que vieram a óbito (Bartt, 2006). Por outro lado, algumas terapias para esclerose múl-

tipla presentes no mercado foram desenvolvidas devido a seu êxito em atenuar a EAE, dentre as 

quais é importante citar o acetato de glatiramer (Ziemssen e Schrempf, 2007). 
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Tabela 2 Diferenças relevantes entre camundongos e humanos para o teste de terapias para esclerose múltipla 

 Camundongos Humanos 

Gerais Consanguíneo; homozigoto; 

pequena duração da vida; alta 

fecundidade; dieta fixa; livre 

de patógenos; ambiente limpo 

Não-consanguíneo; heterozigoto; grande 

duração da vida; baixa fecundidade; dieta 

variada; carreadores de patógenos potenci-

ais; acesso livre a novas infecções 

EAE e esclerose 

múltipla 

Pode ser monofásico; camun-

dongos testados enquanto os 

epítopos estão espalhando 

Diferentes subtipos, geralmente com sur-

tos; epítopos provavelmente espalharam 

bem antes do diagnóstico; 

Indução Geralmente com CFA Espontânea 

Testando novas 

terapias 

Indução de EAE estudada mui-

to mais do que a doença em 

curso; apenas alguns camun-

dongos testados 

Centenas de pacientes; alguns efeitos cola-

terais são muito raros para serem observa-

dos em camundongos 

Escrutínio Menos detalhado Detalhado, talvez não observada em ca-

mundongos 

Acompanhamento Apenas no curto prazo Muitos anos ou durante toda a vida 

Diferenças moleculares na resposta imune 

Resposta de célu-

las T 

Frequentemente estereotipada Geralmente se altera, mesmo para epítopos 

recorrentes 

Linfócitos no 

sangue periférico 

75-90% 30-50% 

Expressão de 

CD4
+
 

Linfócitos Linfócitos, macrófagos 

Expressão de 

CD8
+
 

Linfócitos, células dendríticas Linfócitos 

Expressão de IL-

10 

Th2 Th1 e Th2 

Resposta de IFN-

 

Não há diferenciação preferen-

cial de Th 

Promove resposta Th1 

IL-4 e IFN- ex-

pressos por Th 

Exclusivamente um ou o outro Promove resposta Th1 

Expressão de 

CD28 

Aproximadamente 100% de 

células T CD4
+
 e CD8

+
 

Aproximadamente 80% de células T CD4
+
, 

50% de células T CD8
+
 

Expressão de 

MHC classe II 

Ausente nas células T e células 

endoteliais 

Presentes em células T e células endoteli-

ais 

Expressão de 

CD52 

Não encontrado em camun-

dongos 

Linfócitos 

Sensibilidade a 

glicocorticóides 

Grande Pequena e variável 

Extraído de Friese et al. (2006) com modificações. 
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Neste trabalho, optou-se por considerar EAE como modelo de esclerose múltipla, uma vez 

que os parâmetros de neuroinflamação investigados neste trabalho têm suma importância na etio-

patogênese desta doença.  

 

1.3. Recrutamento de leucócitos para o sistema nervoso central e o papel das quimiocinas 

no processo 

 

Podem-se listar três rotas de entrada de leucócitos no sistema nervoso central. Migração 

do sangue para o fluido cerebrospinal através do plexo coróide ou através dos vasos das meninges 

para o espaço subaracnóideo; migração do sangue para o parênquima perivascular do cérebro; e 

migração do sangue para o parênquima perivascular da medula espinhal (Rebenko-Moll et al., 

2006). 

A migração de leucócitos do sangue para o parênquima perivascular do cérebro é um pro-

cesso que se inicia pela interação da célula com o endotélio do vaso, interação esta estimulada 

por quimiocinas, como dito anteriormente. 

Quimiocinas, termo resultante da fusão de ―citocinas quimiotáticas‖, são uma grande fa-

mília de pequenas proteínas básicas que exercem um amplo espectro de funções biológicas e pa-

tológicas. A demonstração in vitro de que uma molécula é uma quimiocina consiste no estímulo 

quimiotático de leucócitos de uma forma dependente da concentração da suposta quimiocina (Sa-

varin-Vuaillat e Ransohoff, 2007). É comum a todas as quimiocinas descritas até o momento o 

fato de sua ação efetora depender da ligação da molécula a receptores de membrana acoplados à 

proteína G. 

A subfamília CC é caracterizada pela presença de dois resíduos de cisteína sucessivos. Os 

membros desta que é a maior subfamília têm espectro de ação amplo e podem atrair monócitos, 

eosinófilos, basófilos, linfócitos T, células ―natural killer‖ (NK) e células dendríticas. As quimio-

cinas da subfamília CXC recebem esta denominação pela interposição de um aminoácido (X) 

entre seus dois primeiros resíduos de cisteína e subdividem-se entre aquelas que possuem o moti-

vo glutamato-leucina-arginina (ELR) e aquelas que não possuem. São utilizadas na quimiotaxia 

para neutrófilos (se também contiverem o motivo ELR) e para linfócitos e monócitos (se não a-

presentarem o motivo ELR). As quimiocinas C apresentam apenas dois dos quatro resíduos que 

ocorrem nas outras subfamílias e podem agir em linfócitos, mas não em neutrófilos ou monóci-
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tos. A quimiocina da família CX3CL possui três aminoácidos entre os dois primeiros resíduos de 

cisteína e um domínio semelhante a mucina em sua extremidade C-terminal. Age como molécula 

de adesão ou quimioatraente para células T, células NK e fagócitos mononucleares (Savarin-

Vuaillat e Ransohoff, 2007). 

As quimiocinas desempenham diversas funções no sistema nervoso central além de seu 

papel nas respostas imunes. Por exemplo, o sistema CXCL1/CXCR2 controla o posicionamento 

de precursores de oligodendrócitos (Tsai et al., 2002) e o sistema CXCL12/CXCR4 regula a mi-

gração neuronal e axonal durante o desenvolvimento (Li et al., 2008).  

A passagem de leucócitos da circulação sistêmica para o tecido é iniciada após algum si-

nal quimiotático recebido pela célula endotelial e pelo próprio leucócito. A liberação de quimio-

cinas no local da inflamação atinge o endotélio, provocando alteração da expressão de selectinas 

nas células endoteliais. Em conseqüência, há um ancoramento, ou ―tethering‖ de leucócitos circu-

lantes no endotélio vascular. A seguir, moléculas como VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Prote-

in 1), no endotélio, e 41, no leucócito permitem que o leucócito faça o ―rolamento‖ no endoté-

lio vascular. Quimiocinas que alcancem o endotélio e o leucócito induzirão a expressão de LFA-1 

(Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) neste e ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecu-

le 1) naquele, provocando adesão firme do leucócito ao endotélio. Este processo está resumido na 

figura 1. 

 



22 

 

 

Figura 1 Moléculas que participam da cascata de ancoragem, rolamento e adesão de leucócitos ao endotélio vascu-

lar. Extraído de Luster et al. (2005) com modificações. 

 

No SNC, o processo de migração celular envolve etapas semelhantes às supracitadas, po-

rém, o endotélio vascular apresenta particularidades quando comparado ao restante do organismo.  

 

1.4. Vias de acesso ao sistema nervoso central 

 

1.4.1. A barreira hematoencefálica 

A entrada de moléculas ou células no sistema nervoso central está condicionada à ação da 

barreira hematoencefálica (BHE), que consiste principalmente de células endoteliais unidas por 

junções oclusivas, astrócitos, membrana basal e pericitos, além dos neurônios que estão em pro-

ximidade física com o endotélio. Todos estes elementos são parte da unidade neurovascular. Sob 

condições fisiológicas, a BHE garante o suprimento constante de nutrientes (oxigênio, glicose e 
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outras substâncias) para as células do cérebro e direciona as células inflamatórias (Persidsky et 

al., 2006). As junções oclusivas impedem a entrada de moléculas no parênquima cerebral, o que 

confere a menor permeabilidade intercelular no endotélio capilar do sistema nervoso central. A-

lém disso, as células endoteliais possuem taxa diminuída de endocitose, o que limita também o 

tráfego de moléculas intracelular (Bellavance et al., 2008) 

Para que uma molécula consiga atravessar a BHE, ela deve pesar menos de 180Da e apre-

sentar uma lipossolubilidade compatível (Kroll e Neuwelt, 1998; Pardridge, 2005). Essas são as 

propriedades essenciais, mas, além delas, o grau de ionização, a ligação a proteínas do plasma, o 

fluxo sangüíneo local e a afinidade por carreadores também podem influenciar na permeabilidade 

da BHE (Kemper et al., 2004). Poucas moléculas apresentam essas características, e mesmo que 

as apresente, ainda assim a entrada ao sistema nervoso central não está garantida (Ghose et al., 

1999; Lipinski, 2000). Bombas de efluxo ativas, tal como a glicoproteína P, oferecem uma barrei-

ra protetora adicional ao sistema nervoso central, por agir lançando moléculas danosas de volta à 

corrente sangüínea (Juliano e Ling, 1976; Cordon-Cardo et al., 1990). Em conseqüência, 98% das 

pequenas moléculas e todas as moléculas de alto peso molecular são excluídas do compartimento 

do sistema nervoso central (Pardridge, 2005). Assim, a BHE regula a homeostase cerebral por 

controlar a composição do CSF e o compartimento dos fluidos extracelulares, via entrada e reti-

rada de compostos específicos da interface sangue-cérebro. 

Além de ser responsável por tráfego reduzido de células do sistema imune para o sistema 

nervoso central (Engelhardt, 2006), a BHE também é importante para que ocorra a entrada de 

células inflamatórias, principalmente células T ativadas (Hickey et al., 1991). No modelo de EA-

E, a invasão de células T através da BHE é considerada um dos acontecimentos que antecedem a 

manifestação da patologia autoimune (Smorodchenko et al., 2007). Exemplos de alterações da 

BHE na EAE são mostrados no trabalho de Floris e colaboradores (2003), no qual ficou demons-

trado aumento da permeabilidade da BHE em ratos Lewis pouco antes do surgimento de infiltra-

dos de monócitos no sistema nervoso central; e no trabalho de Wuerfel e colaboradores (2007), 

no qual, utilizando ressonância magnética, foram detectadas alterações na BHE de camundongos 

antes das manifestações clínicas da EAE. 
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1.4.2. O plexo coróide 

O plexo coróide é outra via possível de acesso das células T ao parênquima do sistema 

nervoso central. No entanto, as células endoteliais fenestradas do plexo coróide não apresentam 

as junções oclusivas que normalmente limitariam a diapedese de leucócitos na BHE. Tal fato 

sugere que o plexo coróide seja um local de acesso mais facilitado de linfócitos ao CSF (Wilson 

et al., 2010). Em um trabalho recente, Reboldi e colaboradores (2009) relatam o papel de CCL20, 

liberado por células ependimárias do plexo coróide, no recrutamento de células T mediado por 

CCR6 (expresso nas células T). Além disso, sabe-se que as células ependimárias apresentam 

MHC classe I e classe II (Alldinger et al., 1996; Nathanson e Chun, 1989). 

 

1.5. Etiopatogênese da EAE 

 

O recrutamento de leucócitos na EAE depende de uma gama de quimiocinas liberadas por 

diversas células do sistema nervoso central, do endotélio vascular e do sistema imune. Nesse con-

texto, as quimiocinas são mediadores críticos da migração celular que se ligam a receptores aco-

plados a proteína G (Allen et al., 2007). 

Kuchroo e colaboradores (2002) apresentaram uma proposta do mecanismo fisiopatológi-

co que desencadearia a EAE. O papel de células T CD4
+
 autorreativas é fundamental neste pro-

cesso. A maior parte destas células seria eliminada durante o desenvolvimento no timo, mesmo 

aquelas que expressam antígenos de mielina. No entanto, algumas células autorreativas escapari-

am da seleção tímica e constituiriam o repertório periférico de células T. Estas células seriam 

ativadas a partir do contato com o epítopo antigênico, contato este mediado por complexo de his-

tocompatibilidade principal (MHC – major histocompatibility complex) em conjunto com sinais 

coestimulatórios apropriados. Após este evento, células T migrariam pela barreira hematoencefá-

lica e, no sistema nervoso central, precisariam ser reativadas por células apresentadoras de antí-

geno locais, também expressando moléculas coestimulatórias, para que se inicie a inflamação e o 

dano ao tecido. Embora as células Th1 sejam necessárias para iniciar a doença, muitas das células 

vistas em lesões de EAE são recrutadas inespecificamente. Estas células infiltradas consistem 

principalmente de células T e macrófagos e, numa menor extensão, células B. Macrófagos ativa-

dos destroem mielina dos axônios e secretam inúmeras citocinas, incluindo IL-1 e TNF-α, o que 

perpetuaria reações inflamatórias não específicas e contribuiria para o dano tecidual. Assim, após 
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a saída do timo, células T autorreativas têm que passar por diversos pequenos estágios para medi-

ar uma doença autoimune: elas devem ser ativadas no compartimento imune, diferenciar-se para 

assumir um fenótipo efetor patogênico, expressar moléculas de adesão apropriadas, migrar para o 

órgão efetor e ser reativadas para recrutar outras células que participarão do dano tecidual e do 

desenvolvimento da resposta autoimune. 

Recentemente, descobriu-se uma nova linhagem de células que secretam elevadas quanti-

dades de IL-17 e que não se enquadravam nos perfis Th1 e Th2, sendo denominadas Th17 (Infan-

te-Duarte, 2000). Vários estudos apresentam evidências de que essas células têm papel funda-

mental nas doenças autoimunes, sendo encontrados níveis elevados de IL-17 em pacientes com 

esclerose múltipla (Lock et al., 2002; Matusevicius et al., 1999).  

O papel da linhagem Th17 na EAE também se revelou fundamental, em conjunto com a 

linhagem Th1 (Korn et al., 2007). A citocina produzida pelas células Th17, a IL17, é um indutor 

de MCP-1/CCL2 (Park et al., 2005) que tem um papel importante no recrutamento de células 

mononucleares fagocíticas pra o sistema nervoso central (Fife et al., 2001). No curso natural de 

EAE induzida por MOG35-55, o número de células Th17 no SNC tem um pico antes das células 

Th1 (KORN et al., 2007). Estudos nos quais foi realizado o bloqueio da citocina IL-17A relataram 

diminuição dos sinais clínicos nos animais induzidos com EAE (Langrish et al., 2005; Galicia et 

al., 2009). Assim, células Th17 poderiam constituir a primeira onda de migração para o sistema 

nervoso central, controlando o recrutamento de ondas posteriores de células efetoras. 

 

1.6. Fator Ativador Plaquetário 

 

O Fator Ativador Plaquetário (PAF - 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) é um 

mediador lipídico que tem efeitos biológicos numa variedade de células e órgãos (Ishii e Shimizu, 

2000). O termo ―fator ativador plaquetário‖ foi cunhado devido à primeira função descrita para 

esta molécula, responsável pela agregação de plaquetas liberadas por basófilos de coelho após 

estimulação com IgE (Benveniste et al., 1972). A caracterização da estrutura química do PAF foi 

realizada por Hanahan e colaboradores (1980) utilizando cromatografia gás-líquido e análise es-

pectral de massa. 

PAF é produzido por vários tipos de células, incluindo neutrófilos, eosinófilos, monóci-

tos/macrófagos, e células do endotélio vascular (Montrucchio et al., 2000). As atividades biológi-
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cas do PAF são determinadas pela sua ligação ao receptor de PAF (PAFR), que pertence à super-

família de receptores com sete domínios transmembrana acoplados a proteínas G. 

 

 

Figura 1.2 PAF e a sinalização pelo seu receptor. Estrutura molecular do Fator de Ativação Plaquetário (A) e 

representação esquemática das vias intracelulares ativadas a partir de seu receptor (B). Extraído de Chao e 

Olson (1993) e Montrucchio e colaboradores (2000) com modificações. 
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O receptor de PAF já foi encontrado em diversas células no organismo. Demonstrou-se 

que o receptor de PAF é sintetizado no cérebro, especificamente no hipocampo, onde ele é impor-

tante nas vias de sinalização de cálcio (Bito et al., 1992). Também se encontrou uma expressão 

elevada do receptor de PAF na micróglia, na qual, sob estímulo do PAF, resultaria um aumento 

intracelular de Ca
2+

 (Mori et al., 1996). PAF é capaz de induzir apoptose em oligodendrócitos e 

astrócitos em cultura (Hostettler et al., 2002). Células do sistema imune também apresentam re-

ceptores de PAF, e sua ativação leva a efeitos específicos. Por exemplo, o PAF é capaz de ativar 

neutrófilos (Welch et al., 2009). 

O PAF está envolvido em diversas condições fisiopatológicas, como asma alérgica, cho-

que endotóxico, pancreatite aguda e inflamações dérmicas como psoríase e prurite (Ishii e Shimi-

zu, 2000). Algumas linhas de evidência sugerem que o PAF pode também ter um papel nas doen-

ças consideradas autoimunes, como esclerose múltipla, e em seu modelo experimental, a EAE 

(Pedotti et al., 2003; Callea et al., 1999; Lock et al., 2002). Em um estudo, os níveis de PAF es-

tavam elevados no líquor e no plasma de pacientes que apresentavam a forma surto-remissão de 

esclerose múltipla (Callea et al., 1999). Além disso, níveis aumentados de transcritos de PAFR 

foram identificados, em análise genética por microarray, em lesões de esclerose múltipla em hu-

manos (Lock et al., 2002). Transcritos de PAFR também estavam aumentados no cérebro e na 

medula espinhal de camundongos SJL com EAE (Pedotti et al., 2003). Um polimorfismo especí-

fico para o gene do receptor de PAF estava aumentado em pacientes japoneses com esclerose 

múltipla (Osoegawa et al., 2005). Embora esses estudos sugiram que o PAF possa contribuir para 

a fisiopatologia de esclerose múltipla/EAE através do PAFR, desconhece-se como isso ocorre. 

Animais deficientes para o receptor de PAF foram desenvolvidos. Esses animais foram 

criados por inativação do gene para receptor de PAF em células tronco embrionárias de E14-1 

obtidos de animais 129/Ola (Ishii et al., 1998). O perfil genético dos camundongos é predomi-

nantemente uma mistura aleatória de alelos 12/Ola e C57BL/6. A inativação do gene para o re-

ceptor de PAF foi confirmada por análise genômica por Southern blot e por análise de RNA iso-

lado de neutrófilos por Northern blot. Macrófagos peritoneais e tecido pulmonar desses camun-

dongos não apresentavam sítios de ligação para WEB 2086, o que confirmou a perda de recepto-

res de superfície nesses tecidos. Nenhuma anormalidade morfológica significativa foi detectada 

nesses animais (Ishii & Shimizu, 2000). 
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1.7. Ansiedade 

 

Barlow et al. (1996) definem ansiedade como um senso de descontrole focado principal-

mente em possíveis ameaças ou potenciais eventos negativos futuros. Assim, a ansiedade pode 

ser caracterizada como um estado de desamparo devido a uma inabilidade de prever, controlar ou 

obter resultados desejados em certos contextos ou situações futuras. Acompanhando esse estado 

afetivo negativo, ocorre um componente fisiológico significativo que pode refletir ativação de 

circuitos cerebrais distintos. 

A ocorrência de ansiedade em animais é postulada devido à percepção de que circuitos a-

tivados em humanos também são ativados em animais em situações que geram um fenótipo se-

melhante ao comportamento ansioso. Um exemplo é a exposição de um roedor a um ambiente 

com uma região aberta (sem nenhum tipo de abrigo ou paredes) e com uma região fechada. Natu-

ralmente, o animal tende a freqüentar mais o ambiente fechado, mas também não deixa de explo-

rar o ambiente aberto, que pode apresentar perigos, mas também oportunidades, como alimentos. 

O labirinto em cruz elevado é um método utilizado para o estudo de ansiedade em roedores, e é 

baseado na aversão de camundongos a um ambiente aberto (Lau et al., 2008). 

A amígdala é a principal estrutura neuroanatômica implicada na ansiedade. Suas proje-

ções com diversas estruturas do sistema nervoso, como o hipotálamo lateral, o nervo vago, o nú-

cleo parabraquial, a área tegmental ventral, o lócus ceruleus, para citar alguns, resultam nos even-

tos fisiológicos que caracterizam a ansiedade (Davis, 1992). 

Fenômenos inflamatórios, mesmo sendo periféricos, podem gerar comportamento seme-

lhante à ansiedade em roedores (Benatti et al., 2011). Como eventos neuroinflamatórios provo-

cam alterações comportamentais importantes em humanos, também é relevante analisar possíveis 

mudanças em padrões de ansiedade nos modelos animais. 

 

1.8. Memória 

Memória pode ser definida como a habilidade em um organismo de armazenar, reter e e-

vocar informação e experiências. Memória pode ser dividida em dois tipos principais: memória 

implícita e explícita. A memória explícita pode ser subdividida em memória semântica e episódi-

ca, sendo esta última a memória de eventos autobiográficos, que possam ser explicitamente cita-

dos (Tulving, 1984). 
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Em animais, existem diversos testes em que se propõe medir memória episódica, basean-

do-se em parâmetros como o tempo gasto pelo animal na exploração de algo ou a reação do ani-

mal a um contexto previamente exposto. 

Independente do tipo, a aquisição e processamento de memória estão associados a estrutu-

ras cerebrais, entre as quais é possível citar o hipocampo, a amígdala, o estriado e os corpos ma-

milares. Como essas estruturas são encontradas tanto em humanos quanto em roedores, é possível 

utilizar os últimos no estudo dos mecanismos envolvidos na memória. 

Yirmiya e Goshen (2011) descrevem, em uma extensa revisão sobre memória e sistema 

imune, como moléculas tradicionalmente conhecidas como agentes do sistema imune podem ser 

benéficas e deletérias à formação e ao processamento de memória. Sabe-se que animais que não 

apresentam células T CD4
+
 tem problemas na aquisição de memória, que são resolvidos quando 

os animais recebem essas células. É também notável que a citocina IL-1 é induzida durante a 

consolidação de memória, e sua ausência resulta em menor aquisição desta, muito embora níveis 

muito altos de IL-1 sejam nocivos para a formação de memória. Outras citocinas, como IL-6 e 

TNF-, quando elevadas, pioram a aquisição de memória. 

Em doenças neuroinflamatórias, como na EM, e no seu modelo, EAE, há intensa libera-

ção de citocinas e ativação de células do sistema imune. Paralelamente, ocorre quebra da barreira 

hematoencefálica, permitindo a interação de todos aqueles componentes do sistema imune com 

estruturas cerebrais e, assim, é possível que ocorra interferência na formação de memória. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral: 

 

Investigar o efeito da ausência funcional do fator ativador plaquetário em camundongos 

submetidos à EAE. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 

Estudar a resposta clínica de camundongos selvagens e deficientes para o gene do recep-

tor de PAF (PAFR) submetidos à EAE; 

Investigar a dinâmica de rolamento e adesão de leucócitos na circulação cerebral de ca-

mundongos selvagens e deficientes para o gene PAFR submetidos à EAE; 

Avaliar as concentrações de mediadores inflamatórios no sistema nervoso central de ca-

mundongos selvagens e deficientes para o gene PAFR submetidos à EAE; 

Investigar a resposta do tipo Th17 no curso clínico de camundongos deficientes para o 

gene PAFR submetidos à EAE; 

Analisar alterações histopatológicas na medula espinhal e no cérebro de camundongos 

submetidos à EAE; 

Avaliar parâmetros de ansiedade nos animais durante o desenvolvimento e após a fase de 

remissão da EAE; 

Analisar parâmetros de memória nos animais durante o desenvolvimento e após a fase de 

remissão da EAE; 

Investigar a síndrome comportamental associada à EAE. 
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3. Materiais e métodos 

 

3.1. Animais 

 

Camundongos fêmeas C57BL/6 foram obtidos do biotério da Universidade Federal de 

Minas Gerais, entre 9 e 10 semanas de idade. Camundongos fêmeas entre 9 e 10 semanas defici-

entes para o gene PAFR foram gentilmente cedidos pelo professor Takao Shimizu (Universidade 

de Tóquio) e foram mantidos e reproduzidos em condições livres de patógenos no Instituto de 

Ciências Biológicas. Este trabalho foi autorizado pelo CETEA através do protocolo 129/2006. 

 

3.2. Reagentes e indução do EAE 

 

O peptídeo MOG (MOG35-55), de seqüência 35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK; 

Auspep) e adjuvante completo de Freund (CFA) foram comprados da NeoMPS. EAE será indu-

zido por imunização subcutânea (base da cauda) com uma emulsão contendo 100µg do antígeno 

peptídeo MOG35-55 e CFA suplementado com 4mg/mL de H37 RA de Mycobacterium tuberculo-

sis obtido de Laboratórios Difco. Foi injetada toxina pertussis (obtida da SIGMA) numa dose de 

300ng por animal injetada intraperitonealmente no dia da imunização e 48h depois. Os animais 

foram pesados imediatamente antes do início do tratamento e diariamente após a imunização. O 

estado clínico dos animais também foi monitorado diariamente utilizando-se três escalas clínicas 

padronizadas. 

 

3.2.1. Escore clínico 1 

 

A seguinte escala de valores clínicos é a mais simples e uma das mais utilizadas em traba-

lhos com EAE. Está organizada da seguinte maneira: 

0 Nenhum sinal clínico. 

1 Paralisia de cauda (ou perda de tônus da cauda) 

2 Paralisia de cauda e fraqueza de membros posteriores 

3 Paralisia de membros posteriores 

4 Paralisia completa de membros posteriores e fraqueza de membros anteriores 
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3.2.2. Escore clínico 2 

 

Extraído de Guan e colaboradores (2006), esta escala é baseada no Escore clínico 1, no 

entanto, há maior detalhamento da debilidade motora, pois também é levada em consideração a 

marcha do animal e possíveis fraquezas de cauda. 

 

0 Nenhum sinal clínico; 

0,5 Paralisia parcial de cauda; 

1 Paralisia de cauda ou marcha alterada; 

1,5 Paralisia parcial de cauda e marcha alterada; 

2 Paralisia de cauda e marcha alterada; 

2,5 Paralisia parcial de membros inferiores; 

3 Paralisia de um dos membros inferiores; 

3,5 Paralisia de um dos membros inferiores e paralisia parcial do outro membro inferior; 

4 Paralisia de dois membros inferiores; 

4,5 Moribundo. 

 

3.2.3. Escore clínico 3 

 

Esta escala utilizada por Weaver e colaboradores (2005), é pouco utilizada em trabalhos 

envolvendo EAE. No entanto, optou-se por usá-la devido à riqueza de detalhamento na descrição 

motora do animal doente. Nela, existem vários testes relativos à cauda, membros inferiores, 

membros superiores e função da bexiga. O escore do animal é a soma dos escores obtidos na ava-

liação de cada uma das funções motoras. 
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Cauda 

0 Um camundongo normal mantém sua cauda ereta enquanto se move. 

1 Se a extremidade da cauda está flácida, com tendência a cair. 

2 Se a cauda está completamente flácida e arrasta na superfície. 

Patas traseiras 

0 Um camundongo normal tem uma marcha enérgica e não arrasta suas patas. 

1 Um dos dois testes seguintes é positivo: 

a) Enquanto mantém a cauda entre o polegar e o indicador, virar o animal de barri-

ga para cima. Um camundongo saudável se vira imediatamente. Uma demora 

sugere fraqueza nas patas traseiras; 

b) Posicionar o camundongo na parte externa da gaiola. Se, ao se mover sobre a 

grade, uma ou ambas as patas traseiras freqüentemente atravessar as barras da 

gaiola, considera-se que há uma paralisia parcial. 

2 Ambos os testes anteriores são positivos. 

3 Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinais de paralisia, mas algum movimento 

é preservado. 

4 Ambas as patas traseiras paralisadas e o camundongo as arrasta enquanto se move. 

Patas dianteiras 

0 Camundongo normal usa as patas dianteiras ativamente para se agarrar e andar e 

mantém sua cabeça ereta. 

 1 Andar é possível, mas difícil, devido à fraqueza em uma ou ambas as patas; por e-

xemplo, o camundongo tem dificuldade em se agarrar na parte interior da gaiola. 

Outro sinal de fraqueza é falta de tônus no pescoço. 

2 Quando uma pata dianteira está paralisada e o camundongo fica dando voltas em 

torno da pata paralisada. O pescoço também perde muito de seu tônus muscular. 

3 O camundongo não pode se mover e não consegue beber água ou se alimentar. 

Bexiga 

 0 Um camundongo normal tem total controle sobre sua bexiga. 

1 Camundongo incontinente, quando a porção inferior do corpo está molhada de urina. 
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3.3. Testes comportamentais 

 

3.3.1. Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze) 

 

Constitui um dos principais testes para avaliação da ansiedade em camundongos, sendo 

um método válido de investigação comportamental (File, 2001; Carola et al., 2002). Baseia-se no 

conflito entre o desejo de explorar novos ambientes e o medo de áreas abertas e desconhecidas, 

além da associação de elementos ansiogênicos tais como elevação e iluminação (Lau et al., 

2008).  

O labirinto em Cruz Elevado (Insight®, SP, Brasil) possui dois braços abertos e dois fe-

chados, que emergem de uma plataforma central e estão dispostos em direções opostas formando 

uma cruz. A plataforma apresenta uma elevação da base (38,5 cm) e o aparato é iluminado por 

lâmpadas nos quatro braços e pela claridade do ambiente onde será aplicado o teste. 

Cada camundongo foi colocado na plataforma central do labirinto com a cabeça direcio-

nada para o braço aberto. Permitiu-se ao animal percorrer livremente o labirinto durante cinco 

minutos (Carola et al., 2002; Zhu et al., 2006). O avaliador registrou a freqüência com que o ca-

mundongo entrava com as quatro patas nos braços aberto e fechado e o tempo total em que per-

manecia em ambos os braços. A medida da ansiedade foi a porcentagem de entradas e de tempo 

gasto nos braços abertos, sendo que baixas porcentagens indicam maiores níveis de ansiedade 

(File, 2001; Podhorna e Brown, 2002; Zhu et al., 2006). Assim, os valores de exploração foram 

calculados da seguinte maneira: 

100
aberto braço  fechado braço do exploração de Tempo

aberto braço do exploração de Tempo
 exploração de mPorcentage 


  

 

3.3.2. Teste de Memória de Reconhecimento de Objetos (Object Recognition Memory) 

 

O teste de Memória de Reconhecimento de Objetos é utilizado em modelos experimentais 

com roedores na avaliação de aspectos cognitivos, como a memória de curto e longo prazo. É 

baseado na tendência natural dos animais em explorar preferencialmente objetos desconhecidos 

(Desruisseaux et al., 2008).  
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O teste foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 

cm de altura, sendo 3 de acrílico branco e uma de acrílico transparente. O piso do campo aberto é 

dividido em 12 quadrados iguais demarcados por linhas transparentes. No primeiro dia foi reali-

zada a habituação, no qual o animal cuidadosamente colocado no quadrado do canto posterior 

esquerdo do aparelho explorar o ambiente por 5 minutos. No segundo dia o animal foi recolocado 

no aparelho, no qual estavam dois objetos iguais em forma, tamanho e cor (A e B). O animal no-

vamente explorou o ambiente por 5 minutos e o tempo gasto na exploração de cada objeto foi 

registrado. No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos depois do primeiro teste, foi avaliada a memória 

de curta duração. O animal explorou novamente o ambiente na presença do objeto familiar (A) e 

de um novo objeto (C), diferente em forma, tamanho e cor. Registrou-se novamente o tempo total 

que o animal explorou cada objeto. No dia seguinte (24 horas após) foi avaliada a memória de 

longa duração. O mesmo procedimento foi realizado, o objeto C foi substituído pelo objeto D 

(diferente do objeto A). O tempo de exploração de cada objeto foi novamente registrado. A se-

guir, foi realizado o seguinte cálculo: 

 

100
2objetoexplorandoTempo1objetoexplorandoTempo

1objetoexplorandoTempo
exploraçãodemPercentage 


  

 

Uma porcentagem maior de tempo gasto na exploração do objeto novo indica normalida-

de da função cognitiva. Foi considerada exploração do objeto pelo animal qualquer contato físico 

(tocar o objeto com o nariz ou patas) ou orientação óbvia para o objeto a uma distância de 3 cm 

(Tuon et al., 2008). 

 

3.4. Microscopia intravital no cérebro do camundongo 

 

Microscopia intravital na microvasculatura cerebral do camundongo foi executada como 

descrita anteriormente por Carvalho-Tavares e colaboradores (2000). Resumidamente, os camun-

dongos foram anestesiados por uma injeção intraperitoneal de uma mistura de 150mg/kg de ke-

tamina e 10mg/kg de xylazina e a veia da cauda foi canulada para a administração de corantes 

fluorescentes. A craniotomia foi executada usando uma broca de alta velocidade (Dremel, EUA) 

e a dura-máter foi removida para expor a vasculatura da pia-máter. Durante o experimento, o ca-
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mundongo foi mantido a 37ºC com um aquecedor (Fine Science Tools Inc., Canadá) e o cérebro 

exposto foi continuamente superfundido com líquor tamponado, cuja composição é a seguinte, 

em mmol/L: NaCl 132; KCl 2,95; CaCl2 1,71; MgCl2 0,64; NaHCO3 24,6; dextrose 3,71 e uréia 

6,7, pH 7,4 a 37ºC. Para observar as interações entre o endotélio e os leucócitos, os leucócitos 

foram fluorescentemente marcados por administração intravenosa de rodamina 6G (0,5mg/kg de 

peso corporal) e um microscópio (Olympus BX40), com objetiva 10X, foi utilizado para observar 

os eventos microcirculatórios nos vasos cerebrais. A fluorescência associada a rodamina 6G foi 

visualizada com epi-iluminação a 510-560nm, usando um filtro de emissão de 590nm. Uma câ-

mera de vídeo (Optronics) projetava as imagens que foram gravadas em vídeo-cassete (VHS, 

Semp Toshiba, modelo x685) para uma posterior análise. O número de leucócitos em rolamento e 

adesão foi determinado através da análise posterior dos vídeos. Cada gravação foi de três minu-

tos, o primeiro e o último minutos foram descartados e a contagem foi realizada no minuto res-

tante. O rolamento de leucócitos foi definido como células movendo a uma velocidade menor que 

o fluxo sanguíneo. Leucócitos foram considerados aderidos ao endotélio se permaneciam esta-

cionários por um período de 1min. O rolamento e a adesão leucocitária foram expressos como 

número de células por minuto. A análise foi realizada em três vasos de cada animal e a média 

simples da contagem dos três vasos foi utilizada para os cálculos estatísticos. 

 

3.5.  Medida dos níveis de citocinas e quimiocinas no soro e cérebro por ELISA 

 

3.5.1. Preparo de homogenato de cérebro de camundongo 

 

Os cérebros de animais controle e de animais infectados foram retirados, devidamente a-

condicionados e, quando necessário, estocados a -20ºC. As amostras foram posteriormente pesa-

das (100 mg) e colocadas em 1 mL de solução inibidora de proteases adequada para extração de 

citocinas [NaCl 0,4 M; Tween 20 0,05%; Albumina de soro bovino (BSA) 0,5%; Fluoreto de 

fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1mM; cloreto de benzetônio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 KI de apro-

tinina], preparada a partir de uma solução de tampão fosfato (NaCl 8g, KCl 0,2g e 

Na2HPO4.12H2O 2,89g diluídos em 1 litro). As amostras foram processadas em um homogeniza-

dor de tecidos (Ultra-Turrax) e o homogenato foi centrifugado a 10000 r.p.m./10 min, a 40ºC. O 

sobrenadante foi recolhido, aliquotado e estocado a –20ºC até o uso (Dos Santos et al., 2005). 
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3.5.2. Determinação de citocinas por ELISA 

 

Os kits para ELISA para dosagem das citocinas TNF-α e IFN-γ e das quimiocinas muri-

nas Kc/CXCL1, MIG/CXCL9, MIP-1α/CCL3, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5 foram obtidos 

da R&D Systems (DuoSet) e utilizados de acordo com os procedimentos previamente descritos 

pelo fabricante. As concentrações das citocinas TNF- α e IFN-γ e das quimiocinas MCP-1/CCL2, 

Kc/CXCL1, RANTES/CCL5, MIG/CXCL9 e MIP-1α/CCL3 foram avaliadas no sobrenadante de 

homogenato de cérebro em diluição 1:3 em PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (BSA). 

Adicionalmente, a concentração sistêmica de TNF-α foi avaliada no soro dos animais em um 

protocolo semelhante (diluição 1:3 em PBS/BSA 0,1%). 

Em placas de 96 poços (Nunc. Immunosorb, Naperville), foram adicionados 100μL/poço 

do anticorpo de captura, sendo este específico para cada molécula e em concentração adequada. 

Esta solução permaneceu em contato com a placa durante 18h a 4ºC e foi, posteriormente, lavada 

cinco vezes com PBS/Tween 0,1%, utilizando um lavador de placas automático (ELX50, Bio-Tet 

Instruments, INC). Logo após, foram adicionados 200μl/poço de solução de bloqueio (PBS/BSA 

1%). O tempo de bloqueio foi de duas horas sob agitação. Transcorrido este tempo, houve nova 

lavagem das placas e 100μL de cada amostra foram adicionados à placa. 

Paralelamente, para o estabelecimento de cada curva padrão, foram utilizadas diferentes 

diluições das quimiocinas, a partir das seguintes concentrações iniciais: TNF-α, 2000pg/mL; 

IFN-γ, 2000pg/mL; Kc/CXCL1, 1000pg/mL; MCP-1/CCL2, 500pg/mL; RANTES/CCL5, 

2000pg/mL; MIG/CXCL9, 1000pg/mL; MIP-1α/CCL3, 1000pg/mL. As placas foram incubadas 

por mais 18h a 4ºC. As placas foram lavadas e foram adicionados 100μL/poço de solução de an-

ticorpo de detecção, biotinilado e específico para cada molécula. As placas foram incubadas por 

uma hora e foram lavadas em seguida. Transcorrida esta etapa, foram adicionadas a cada placa 

uma solução contendo estreptavidina ligada à peroxidase (HRP, Pharmingen). Após 30 minutos, 

a placa foi novamente lavada, a continuação foi adicionado o tampão substrato contendo o-

fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H2O2 (Merck). Após cerca de 30 minutos, a reação foi inter-

rompida com 50μL de ácido sulfúrico (H2SO4) 1M. O produto da oxidação do OPD foi detectado 

por colorimetria em leitor de placas a 492nm (Molecular Devices, USA). A concentração referen-

te a cada amostra foi calculada a partir da curva padrão correspondente. 
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3.6. Análise por citometria de fluxo 

 

Após o sacrifício, o cérebro dos animais foi retirado e os leucócitos foram extraídos do te-

cido por homogenização através de um macerador em meio RPMI. Esta suspensão de célula foi 

fracionada usando um gradiente consistindo de 30% de percoll (Sigma, St. Louis, MO) diluído 

em RPMI sobre uma camada de 75% de percol diluído em RPMI. Após centrifugação (1100g), 

a mielina foi aspirada do topo da camada de percol 30%. Os leucócitos foram removidos entre as 

camadas de 75% e 30% de percoll, novamente centrifugados em 600g e ressuspendidos em 1mL 

de solução contendo 0.5% de soroalbumina bovina, 2mM de azida e solução salina tamponada. 

Os leucócitos obtidos do sistema nervoso central foram marcados com uma combinação de anti-

corpos de isotiocianato de fluoresceína (FITC) e ficoeritrina (PE) direcionados contra a molécula 

de superfície CD4 e a molécula intracelular IL-17. Os dados foram adquiridos utilizando um 

FACScan (Becton Dickinson, San José, CA, EUA) e os dados foram processados utilizando o 

software Cell Quest (Becton Dickinson, San José, CA, EUA). Os dados coletados foram analisa-

dos utilizando o software FlowJo (Tree Star, Ashland, Oregon, EUA). 

 

3.7. Histologia 

 

Os animais receberam uma dose letal do anestésico e, após estarem completamente anes-

tesiados, foram perfundidos intracardialmente por uma solução de formalina 10%. Durante a ne-

crópsia, o tecido cerebral foi cuidadosamente dissecado e dividido em corte longitudinal, sepa-

rando em dois hemisférios que foram utilizados na histologia. A coloração de rotina Hematoxili-

na-Eosina (HE) foi realizada para uma observação geral das alterações histopatológicas. 

Durante a necropsia, o tecido nervoso foi coletado e fixado em solução de formalina 10% 

tamponada, pH 7.2, com o objetivo de preservar a morfologia e a composição do material. As 

amostras foram mantidas em formol durante 48 horas, período necessário para fixação. 

O tecido nervoso foi submetido à desidratação em concentrações crescentes de álcool 

(70%, 80%, 90% e absoluto) sendo que os fragmentos permaneceram imersos por um período de 

30 minutos em cada álcool. Após a etapa de desidratação, foi realizado o processo de diafaniza-

ção, que tem como objetivo tornar o tecido translúcido. A diafanização consistiu em submeter os 
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fragmentos a dois banhos de xilol com duração de 20 minutos cada. Posteriormente, os tecidos 

foram impregnados e incluídos em paraplast. 

Os blocos contendo os fragmentos de tecido nervoso foram submetidos à microtomia, 

sendo seccionados transversalmente, com 4µm de espessura. Dois cortes seriados de cada amos-

tra foram utilizados para as distintas colorações. Os cortes foram colocados em banho-maria para 

que as fitas fossem esticadas e coletadas por lâmina, que foram colocadas posteriormente na estu-

fa para secarem em temperatura de 60
o
C. 

O processo de coloração se iniciou com a imersão das lâminas em xilol durante 20 minu-

tos para desparafinização. Em seguida, estas lâminas foram imersas em banhos de álcool absolu-

to, álcool 95%, álcool 80%, álcool 70%, e água para hidratação. Após a hidratação, as lâminas 

foram imersas no corante específico, seguindo as exigências de cada técnica. 

A coloração de rotina Hematoxilina-Eosina (HE) foi realizada para uma observação geral 

das alterações histopatológicas. As lâminas foram imersas em Hematoxilina (corante ácido) por 

dois minutos, em seguida lavadas em água corrente por três minutos. Finalizada esta etapa, as 

lâminas foram imersas no corante Eosina (corante básico), por dez segundos, e em seguida lava-

das em água corrente por três minutos. Logo após, as lâminas foram desidratadas, sendo imersas 

na bateria de álcool 70%, álcool 80%, álcool 95% e álcool absoluto (I, II, III) e xilol (I, II, III). 

Posteriormente, as lâminas foram montadas com Entellan (Merck) e lamínula, levadas à estufa a 

60
o
C por alguns minutos para secagem. 

 

3.8. Técnica para dosagem de atividade de N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) no tecido 

cerebral 

 

A N-acetil-β-D-glicosaminidase é uma enzima lisossômica produzida por macrófagos ati-

vados. Esta técnica é utilizada para quantificar a infiltração destas células nos sítios inflamatórios 

(Bayley, 1988). A atividade de NAG baseia-se na hidrólise do substrato ρ-nitrofenil-N-acetil-β-

D-glicosamina pela enzima N-acetil-β-D-glicosaminidase, liberando ρ-nitrofenol. 

Para a realização do ensaio, fragmentos de tecido cerebral foram pesados e ressuspendi-

dos, na proporção de 1.9 mL de solução para cada 100mg de tecido, em solução salina 0,9% 

(4ºC) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck). Logo em seguida, as amostras foram subme-

tidas a homogenização por 30 segundos e, em seguida, centrifugada a 4ºC por 10 minutos a 
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10.000rpm (1.500×g). Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o en-

saio. 

A reação foi iniciada após a adição de 100µL de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glicosaminidase (Sigma-Aldrich), diluída em tampão citrato/fosfato (pH 4.5) na concentração 

final de 2,24 mM, a 100µL do sobrenadante recolhido. A reação se processou a 37ºC por 10min, 

em placas de 96 poços (NUNC). O término da reação foi dado pela adição de 100µL de tampão 

glicina 0.2M (pH 10,6) e posterior leitura da absorbância das amostras a 405nm em espectrofo-

tômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices). O conteúdo de macrófagos foi calculado a partir 

de uma curva padrão da atividade de NAG. Os resultados foram expressos em densidade óptica 

(OD) por g de tecido. 

 

3.9. Análise estatística 

 

Os dados foram apresentados com média±SEM. Os testes t-student e ANOVA, com cor-

reção Bonferroni, foram utilizados para comparações múltiplas. A significância estatística foi 

P<0,05. 

 



41 

 

 

4. Resultados 

 

4.1. Resultados utilizados na publicação do artigo intitulado “Absence of PAF receptor al-

ters cellular infiltrate but not rolling and adhesion of leukocytes in experimental auto-

immune encephalomyelitis” 

 

4.1.1. Animais deficientes para o receptor de PAF desenvolvem EAE menos grave 

 

Induziu-se EAE em um grupo de camundongos fêmeas selvagens (WT) e deficientes para 

o gene do receptor de PAF (PAFR
-/-

) e avaliaram-se diariamente a massa e a manifestação clínica 

destes animais. Os animais WT desenvolveram sinais clínicos como paresia e paralisia de mem-

bros posteriores, como pode ser demonstrado no Gráfico 1. Todos os animais WT desenvolveram 

sinais clínicos. Em contraste, os animais PAFR
-/-

 tiveram sinais clínicos significativamente mais 

brandos que os selvagens, comparando-se os escores clínicos (p=0.01). Além disso, 2 animais de 

um total de 7 (cerca de 28%) não apresentaram qualquer sinal clínico e, como pode ser observado 

no Gráfico 1, os animais recuperaram a maior parte dos movimentos após 19 dias de indução 

(fase de remissão). 
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Gráfico 1 Desenvolvimento de sinais motores após indução de EAE em animais WT e PAFR-/-. Animais WT EAE 

() e PAFR-/- EAE () foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o 

escore clínico segundo Weaver et al. (2005). Animais PAFR-/- (n=7) apresentaram escore clínico significativamente 

menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01). 

 

A evolução da massa corporal dos animais seguiu uma cinética semelhante à do escore 

clínico. Assim, os animais WT apresentaram perda significativa de massa a partir do décimo dia 

de imunização, ao passo que os animais deficientes para o receptor de PAF não apresentaram 

qualquer perda de peso significativa, como mostrado no Gráfico 2. 
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Gráfico 2 Perda de massa em animais após indução de EAE. Animais controles sem EAE (), WT EAE () e 

PAFR-/- EAE () foram monitorados diariamente até 24 dias após a indução de EAE. Animais WT EAE tiveram 

perda significativa de massa (p<0.001), enquanto animais PAFR-/- EAE não apresentaram perda de massa. Animais 

PAFR-/- não induzidos com EAE tiveram comportamento similar aos animais WT controles e foram omitidos do 

gráfico para facilitar visualização. 
 

Assim, em resumo, a ausência do receptor de PAF altera o curso clínico na encefalomieli-

te autoimune experimental. 

 

 

4.1.2. Animais PAFR
-/-

 apresentam distintos infiltrados inflamatórios no sistema ner-

voso central após indução de EAE 

 

Após a constatação de menor gravidade clínica nos animais PAFR
-/-

, procurou-se investi-

gar as causas desse resultado. Foram coletadas medulas espinhais de animais WT e PAFR
-/-

 após 

14 dias de imunização, ou seja, no momento de maior gravidade da EAE. As medulas foram fi-

xadas em formalina tamponada e realizou-se análise histopatológica de rotina por HE. 

Como esperado, animais WT apresentaram intenso infiltrado inflamatório perivascular 

quando comparados a animais controles não induzidos com EAE, como pode ser verificado na 

Figura 2. Nos animais PAFR
-/-

 foi verificado infiltrado celular na medula em quantidade aparen-

temente menor (Figura 3), porém, e surpreendentemente, este infiltrado apresentou um padrão 

celular distinto. Enquanto os animais WT apresentaram células mononucleares (Figura 4), os 
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camundongos PAFR
-/-

 apresentaram células polimorfonucleares (Figura 5), principalmente neu-

trófilos e eosinófilos. 

Assim, animais PAFR
-/-

 também apresentam infiltrado inflamatório após 14 dias de EAE, 

porém o infiltrado é composto predominantemente por células polimorfonucleares. 
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Figura 2 Aspecto histológico panorâmico das medulas de animais WT induzidos com EAE. Ob-

serva-se intenso infiltrado de células próximo à meninge (seta) após 14 dias da indução de EAE. 

Aumento: 40X. 

 

Figura 3 Aspecto histológico panorâmico das medulas de animais PAFR
-/-

 induzidos com EAE. 

Observa-se intenso infiltrado de células próximo à meninge (seta) após 14 dias da indução de 

EAE, em quantidade similar aos animais WT. Aumento: 40X. 

 

Figura 4 Medula espinhal corada com H&E de animais WT com EAE. Após 14 dias de indução, 

os animais WT apresentam infiltrados inflamatórios marcantes, principalmente de células mono-

nucleares, tanto no parênquima quanto em regiões perivasculares. 400X. 

 

Figura 5 Medula espinhal corada com H&E de animais PAFR
-/-

 com EAE. Após 14 dias de in-

dução, os animais PAFR
-/-

 apresentam infiltrados inflamatórios em quantidade semelhante aos 

WT. No entanto, as células infiltrantes são predominantemente polimorfonucleares, como neutró-

filos e eosinófilos 400X. 
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4.1.3. Não há aumento de macrófagos em animais PAFR
-/-

 na fase aguda da EAE 

 

No intuito de se quantificar os macrófagos presentes no tecido nervoso, foi realizado o en-

saio de N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) no tronco encefálico dos animais. Animais WT in-

duzidos com EAE (n=5; OD±EM; 3.27±0.26) tiveram aumento significativo (p<0.05) da densi-

dade óptica em relação aos animais controles (n=4; 2.60± 0.07), como pode ser verificado no 

Gráfico 3. A densidade óptica nos animais PAFR
-/-

 induzidos com EAE (n=7; 2.26±0.13) foi sig-

nificativamente menor que nos animais WT (p<0.001), evidenciando ainda mais a menor ativida-

de macrofágica e, por conseguinte, o menor número de infiltrados mononucleares no sistema ner-

voso central. Não houve diferença entre os animais PAFR
-/-

 controles (2.15± 0.17) e os PAFR
-/-

 

induzidos com EAE. 

 

 

Gráfico 3 Atividade da enzima NAG no tronco encefálico de camundongos WT e PAFR-/- na fase aguda da EAE. Os 

resultados foram expressos em densidade óptica (OD) da reação enzimática por grama de tecido cerebral. Os resulta-

dos foram submetidos à análise ANOVA com pós-teste Bonferroni e apresentam aumento significativo entre animais 
WT e PAFR-/- com EAE (*p<0.05; ***p<0.001). 
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4.1.4. Rolamento e adesão de células em animais PAFR
-/-

 são similares aos animais 

WT 

 

Utilizou-se a técnica de microscopia intravital no intuito de se verificar se as alterações 

clínicas e patológicas poderiam ser explicadas pela alteração no número de células rolando e ade-

rindo no endotélio vascular. Após 14 dias, os animais WT apresentaram um aumento significat i-

vo de células rolando (células/min, média±EM; 22.42±3.31) e aderindo (células/100µm; 

7.33±0.83) ao endotélio quando comparadas aos animais controles (Gráfico 4 – Rolamento: 

0.83±0.29; Adesão: 0.89±0.32). O aumento nestes parâmetros está associado com o aumento de 

infiltrado de células no sistema nervoso central, uma vez que rolamento e adesão são dois passos 

essenciais para o recrutamento de células para o tecido. No entanto, estes parâmetros foram idên-

ticos nos animais PAFR
-/-

 com EAE (Rolamento:15.54±2.49; Adesão:7.44±0.71) em comparação 

aos animais WT com EAE, como pode ser verificado no Gráfico 4. 

Portanto, os parâmetros de rolamento e adesão não são influenciados pela ausência do re-

ceptor de PAF e não explicam a alteração do padrão de infiltrado celular.  

 

 

Gráfico 4 Visualização de interações leucócito-endotélio no pico da EAE. Microscopia intravital foi utilizada para 

avaliar rolamento e adesão de leucócitos na microvasculatura cerebral. O protocolo incluía camundongos de grupo 

controle (WT=4, PAFR-/-=4), WT EAE (n=4) e PAFR-/- EAE (n=9) no dia 14 pós-imunização. Os dados estão indi-

cados como média±EM de células por minuto (para rolamento) e células por µm (para adesão). 
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4.1.5. Citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias não estão aumentadas nos animais 

PAFR
-/-

 induzidos com EAE 

 

Para investigar que outros fatores poderiam estar envolvidos nas alterações nos animais 

deficientes de receptor de PAF, foram realizadas análises de citocinas e quimiocinas que estão 

elevadas durante a EAE. As moléculas foram quantificadas por ELISA utilizando-se tecido cere-

bral dos animais. Como esperado, animais WT apresentaram elevados níveis de IL-17 (mé-

dia±EM; 175.60±12.64), CCL2 (128.40±7.11) e CCL5 (882.40±39.61) em comparação aos con-

troles sem EAE (IL-17: 117.40±9.50; CCL2: 43.45±4.37; CCL5: 479.40±36.02), como pode ser 

visto no Gráfico 5. No entanto, as mesmas citocinas e quimiocinas nos camundongos PAFR
-/-

 

com EAE estão em níveis significativamente menores (IL-17: 146.50±5.08; CCL2: 49.99±1.65; 

CCL5: 590.70±17.66) do que nos animais WT EAE. Animais PAFR
-/-

 sem EAE apresentam ní-

veis semelhantes destas citocinas e quimiocinas (IL-17: 157.00± 16.40; CCL2: 54.85± 3.79; C-

CL5: 632.9±46.72) em comparação aos controles WT. 

Desse modo, verifica-se que há diminuição de moléculas pró-inflamatórias nos animais 

PAFR
-/-

 com EAE. 
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Gráfico 5 Produção de IL17, CCL2 e CCL5 no sistema nervoso central de camundongos com EAE. As concentra-

ções de proteína foram medidas em extratos de cérebro por ELISA após 14 dias de indução de EAE. O ensaio foi 

realizado em animais EAE (WT=6; PAFR-/-=7) e grupo sham (WT=4, PAFR-/-=5) para IL-17 (A), CCL2 (B) e CCL5 

(C). Os resultados estão expressos como média±EM. Diferenças estatisticamente significativas foram indicadas por 

*p<0.05 e ***p<0.001. 
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4.1.6. Células CD4
+
 e células secretoras de IL-17 estão reduzidas no cérebro de ani-

mais PAFR
-/-

 induzidos com EAE 

 

Foi realizado o isolamento e marcação de células para se definir que tipo celular estaria 

infiltrando o sistema nervoso central. Animais WT induzidos com EAE apresentaram níveis ele-

vados de células CD4
+
 (percentagem de CD4

+
; média±EM: 10.13± 4.64) e um aumento na mar-

cação de células produtoras de IL-17 (5.95±1.24) após 14 dias de indução. Em animais PAFR
-/-

, 

houve uma redução de CD4
+
 (1.27±0.70) e IL-17 (0.94± 0.37) quando comparados aos animais 

WT, como pode ser verificado no Gráfico 6. 
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Gráfico 6 Gráficos dot plot e formação dos ―gates‖ na análise de citometria de fluxo. Os resultados são representati-

vos do grupo WT EAE (A e C; n=4) e PAFR-/- EAE (B e D; n=2) e foram obtidos a partir de cérebro de animais após 

14 dias de indução de EAE. Os ―gates‖ (elipses) formados em A e B correspondem à população linfocitária. 
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4.2. Resultados utilizados no artigo aceito para publicação intitulado “Behavioral investi-

gation of mice with experimental autoimmune encephalomyelitis” 

 

4.2.1. Não há alteração no consumo de sacarose 2% após indução de EAE 

 

Animais WT saudáveis naturalmente preferem o consumo de sacarose 2% quando há esta 

solução e água potável disponíveis. EAE foi induzida em animais WT e o consumo de sacarose 

2% foi registrado neste grupo e em animais controles, sem EAE. Não foi encontrada diferença 

significativa (p= 0.39) de consumo diário de sacarose 2% entre os dois grupos (em mL, controles: 

1.93± 0.12; EAE: 1.84± 0.11), como pode ser visto no gráfico 7. 

 

 

Gráfico 7 Efeito da EAE no consumo de sacarose 2%. Animais controles () e induzidos com EAE () foram 

monitorados medindo-se o consumo de sacarose 2% ao longo de 21 dias de indução da EAE. Não houve diferenças 

no consumo de sacarose entre os dois grupos. Controles, n=6. EAE, n=8. 

 

 

4.2.2. Ansiedade nos animais PAFR
-/-

 é menor e é revertida após indução de EAE 

 

Além da avaliação clínica, foram realizados também testes comportamentais, para avaliar 

possíveis efeitos da EAE no comportamento dos animais. Após 9 dias de indução, os animais 
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foram submetidos ao teste do labirinto elevado em cruz. Nenhum dos animais apresentava debili-

dade motora neste dia. Surpreendentemente, os animais PAFR
-/-

 não induzidos apresentaram 

maior exploração dos braços abertos (em segundos; 51.60±14.20) quando comparados aos ani-

mais WT não induzidos (18.70±5.00). Não houve diferença entre os animais WT não-induzidos e 

WT EAE (10.30±3.10). No entanto, a diferença encontrada entre os animais não induzidos WT e 

PAFR
-/-

 parece desaparecer após 9 dias de indução de EAE, uma vez que animais WT EAE e 

PAFR
-/-

 EAE (8.00±2.90) não apresentaram diferenças significativas de exploração dos braços 

abertos (Gráfico 8). 

 

 
Gráfico 8 Tempo nos braços abertos do labirinto elevado em cruz de animais WT e PAFR-/-. Animais controles não 

foram induzidos com EAE e animais EAE foram avaliados após 9 dias de indução. Animais PAFR-/- controles (n=8) 

exploraram mais os braços abertos que os animais WT controles (n=10). Diferenças significativas foram expressas 

como *p<0.05; ***p<0.001. 

 

 

4.2.3. Ansiedade de animais PAFR
-/-

machos sem doença é semelhante a animais WT 

 

Após encontrar diferença entre animais WT e PAFR
-/-

 fêmeas nos níveis basais de ansie-

dade, objetivou-se verificar se esta diferença é dependente do sexo dos animais. Assim, foi reali-

zado o teste do labirinto elevado em cruz em machos WT e PAFR
-/-

 sem doença. Não foram en-

contradas diferenças significativas entre os dois grupos (p=0.30), o que sugere um efeito gênero-

específico das diferenças de ansiedade entre os animais WT e PAFR
-/-

, como pode ser verificado 

no Gráfico 9. 
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Gráfico 9 Labirinto elevado em cruz de animais WT e PAFR-/- machos. Não se induziu EAE nos animais. Não foram 

encontradas diferenças significativas entre animais WT e PAFR-/- (n=6 para ambos os grupos). 

 

4.2.4. Não há alteração na ansiedade em animais WT induzidos com EAE na fase 

crônica 

 

Além de avaliar os animais antes do início dos sinais clínicos, eles foram avaliados cerca 

de dois meses após a indução da EAE. Como pode ser visto no Gráfico 10, a gravidade clínica 

permanece a mesma após vários dias de remissão. 
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Gráfico 10 Evolução clínica da EAE após 60 dias de imunização (fase crônica). Animais WT foram induzidos com 

EAE e a progressão da doença foi monitorada utilizando o sistema 3 de escores, descrito por Weaver et al. (2005). 

Não houve alteração significativa do escore clínico após o dia 25 de indução. 

 

Ao final deste período, os animais foram submetidos ao teste do labirinto elevado em 

cruz. No entanto, como pode ser verificado no Gráfico 11, não houve alteração significativa na 

exploração do braço aberto pelos animais WT quando comparados aos animais controles. 

 

 

Gráfico 11 Tempo nos braços abertos do labirinto elevado em cruz na fase crônica da EAE. Animais controles não 

induzidos com EAE e animais EAE foram avaliados após 60 dias de indução da EAE. Não houve diferença significa-

tiva entre animais controles e EAE (n=8; p=0.30). 

 

4.2.5. Não há alteração na memória na fase crônica da EAE 
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Além do teste de ansiedade, os animais WT, após 60 dias de EAE, foram submetidos a 

análise pelo teste de reconhecimento de objetos, que constitui um parâmetro de memória. Não 

foram encontradas diferenças significativas na exploração do novo objeto por animais induzidos 

com EAE tanto após 1h30min (em segundos; média±EM; 53.80±4.30) quanto após 24h 

(45.90±3.30) de exposição ao 1º objeto (p=0.17), como pode ser verificado no Gráfico 12. 

 

 

Gráfico 12 Tempo de exploração do novo objeto de animais controles e EAE após 60 dias de indução. Os animais 
são expostos ao objeto inicial e, após 1h30min (A) e 24h (B), eles são expostos a um novo objeto, juntamente com o 

objeto antigo. Não houve diferença entre os animais não induzidos (controles, n=8) e induzidos (n=8) com EAE 

(p=0.17). 
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5. Discussão 

 

5.1. Discussão de resultados publicados no artigo científico intitulado “Absence of PAF re-

ceptor alters cellular infiltrate but not rolling and adhesion of leukocytes in experi-

mental autoimmune encephalomyelitis” 

 

Neste trabalho, mostrou-se que a ausência do receptor de PAF atenua a EAE em associa-

ção com o aumento de neutrófilos e eosinófilos e diminuição do infiltrado de células mononucle-

ares no sistema nervoso central. A mudança do infiltrado celular está associada com os níveis de 

citocinas e quimiocinas no sistema nervoso central e é independente de rolamento e adesão de 

leucócitos na microvasculatura cerebral. 

A indução de EAE resulta em paresia e paralisia nos animais WT seguido de resolução da 

doença por recuperação parcial dos sinais clínicos. A menor gravidade da doença nos animais 

sem o receptor de PAF confirmou estudos anteriores de Kihara e colaboradores (2005), que rela-

taram menor incidência e gravidade de sintomas motores em camundongos PAFR
-/-

. É importante 

comentar, como demonstrado por Jones e colaboradores (2008) que o escore clínico constitui um 

dos métodos mais eficazes na avaliação dos sinais motores da EAE. Este grupo demonstrou que 

testes mais complexos como o ―Rota Rod‖ e o ―Grip Strength‖, que dependem de valores regis-

trados pelo aparelho e não da avaliação do examinador, são tão informativos quanto os escores 

clínicos, mas são muito mais laboriosos. 

Os sinais clínicos na EAE se desenvolvem devido à perda de mielina e de axônios no sis-

tema nervoso central (Wujek et al., 2002). Acredita-se que células mononucleares, que transmi-

grem para sistema nervoso central, sejam os efetores dessa perda de axônios e mielina (Zeine e 

Owens, 1992). De fato, já se demonstrou que, neste modelo de EAE induzido por MOG35-55, há 

um infiltrado celular marcante nas meninges e no parênquima da medula espinhal (Kuerten et al., 

2007). Camundongos PAFR
-/-

 induzidos com EAE apresentaram menor quantidade de células 

mononucleares na medula espinhal e no tronco encefálico quando comparados com os animais 

WT, sugerindo que a ausência do receptor de PAF está alterando o recrutamento destas células no 

sistema nervoso central. Por outro lado, a presença de neutrófilos e eosinófilos no sistema nervo-

so central de animais PAFR
-/-

 revela uma tendência a um recrutamento de leucócitos polimorfo-
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nucleares nestes camundongos. Wu e colaboradores (2010) encontraram números elevados de 

neutrófilos no sistema nervoso central durante o início e o pico da EAE, sugerindo que neutrófi-

los contribuiriam para o agravamento da doença. Além disso, Kang e colaboradores (2010) en-

contraram que células T CD4
+
 recrutadas por astrócitos são essenciais para o início da EAE. As-

sim, é possível especular que os neutrófilos no sistema nervoso central em camundongos PAFR
-/-

 

possam precisar de sinais provenientes de células mononucleares (por exemplo, T CD4
+
) para 

promover o dano tecidual. Não se pode ignorar o fato de que o aumento de expressão de β-N-

acetilglucosaminidase pode ser conseqüência de alterações na ativação de micróglia, uma vez que 

esta célula também expressa a enzima supracitada (Beccari et al., 1997). 

Uma possível explicação para o menor infiltrado de células mononucleares poderia ser o 

menor nível de adesão e rolamento destas células na microvasculatura do sistema nervoso central. 

Para avaliar os passos de rolamento e adesão no recrutamento de leucócitos, foi realizada a mi-

croscopia intravital na microvasculatura cerebral na fase aguda da EAE em animais WT. Animais 

WT induzidos com EAE apresentaram níveis aumentados de leucócitos em rolamento e adesão, 

uma confirmação de resultados já obtidos por nosso grupo de pesquisa (dos Santos et al., 2005; 

Rodrigues et al., 2010). Surpreendentemente, camundongos PAFR
-/-

 apresentaram níveis simila-

res de adesão e rolamento leucocitários quando comparados a animais WT. Rolamento e adesão 

são passos do recrutamento que dependem da expressão de uma série de moléculas de adesão e 

são influenciadas pela presença de quimiocinas no tecido (Schenkel et al., 2004). Por sua vez, a 

migração e a sobrevivência de células que migraram para o parênquima tecidual dependem de 

outras classes de moléculas. Assim, é possível que o receptor de PAF não seja relevante para a 

expressão de selectinas e integrinas, responsáveis pelo rolamento e adesão, após a indução de 

EAE. Os altos níveis de neutrófilos e eosinófilos no sistema nervoso central de animais PAFR
-/-

 

poderiam indicar que as células rolando e aderindo ao endotélio nestes animais sejam neutrófilos 

e eosinófilos, enquanto a maioria das células rolando e aderindo nos animais WT são de linhagem 

mononuclear. Infelizmente, a rodamina marca todos os tipos de leucócitos (Villringer et al., 

1991), assim, não é possível afirmar se os leucócitos rolando e aderindo são mononucleares ou 

polimorfonucleares. É de relevância notar que a rodamina não altera as funções leucocitárias (Lo-

renzl et al., 1993; Dirnagl et al., 1994). 

Células encefalitogênicas sintetizam moléculas que recrutam e ativam mais células para 

invadir o sistema nervoso central (Reboldi et al., 2009). Foi estabelecido que os camundongos 
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induzidos com EAE apresentaram elevados níveis de quimiocinas e citocinas no tecido nervoso 

na fase mais grave da doença (Fife et al., 2001; Juedes et al., 2000; Ambrosini et al., 2003). Con-

firmou-se a presença de elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas nos camun-

dongos WT induzidos com EAE. No entanto, os camundongos PAFR
-/-

 apresentaram níveis com-

paráveis aos animais controles em todas as quimiocinas e citocinas medidas, sugerindo que as 

células encefalitogênicas nestes camundongos não estavam sintetizando estas moléculas. A falta 

do receptor de PAF pode estar prejudicando a liberação de IL-17 pelos astrócitos, que são uma 

das células responsáveis pela produção desta citocina no início da EAE (Kang et al., 2010). Além 

disso, baixos níveis de quimiocinas e citocinas podem ser uma conseqüência da falta de células 

mononucleares do sistema nervoso central. De fato, células CD4
+
 também produzem IL-17 (In-

fante-Duarte et al., 2000) e estão reduzidas tanto em número quanto proporcionalmente nos ani-

mais PAFR
-/-

 induzidos com EAE. Além disso o, é possível que a via de sinalização pelo PAF 

possa favorecer a diferenciação para o perfil Th17 (Edwards e Constantinescu, 2009), embora a 

ligação entre ambos ainda não esteja clara. 

A partir daí, surgem algumas hipóteses de trabalho que estão sendo investigadas no mo-

mento e que constituem perspectivas futuras de estudo. Aparentemente, a ativação e proliferação 

das células encefalitogênicas em animais PAFR
-/-

 não está afetada, como verificado por Kihara e 

colaboradores (2005). Assim, o foco dos próximos experimentos será tentar definir quais os tipos 

celulares que estejam presentes no sistema nervoso central de animais WT e ausentes em animais 

PAFR
-/-

, e se há alterações no processo de migração destas células. É provável que os linfócitos B 

não estejam envolvidos, pois já se demonstrou que, neste modelo de EAE, eles não respondem ao 

peptídeo MOG35-55 (Lyons, et al., 1999) apesar de provocarem lesão quando são ativados ex vivo 

com MOG35-55 (Sun et al., 2001). Uma das hipóteses é de que os linfócitos CD4
+
 possam não 

estar migrando para o tecido pela ausência de sinais pró-inflamatórios no sistema nervoso central 

de camundongos PAFR
-/-

. Para isso, será necessário verificar se há alteração na migração desse 

tipo de célula a partir de moléculas quimiotáticas. Outra hipótese seria uma possível alteração 

presente no sistema nervoso central dos animais PAFR
-/-

 que pudesse estar dificultando a ativa-

ção e/ou migração de células encefalitogênicas para o tecido. Neste caso, seria necessário gerar 

quimeras, destruindo as células da medula óssea dos camundongos e gerando animais WT rece-

bendo células da medula óssea de animais PAFR
-/-

 e animais PAFR
-/-

 recebendo células de ani-
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mais WT. No entanto, há limitações para esse experimento, especialmente relacionadas ao eleva-

do número de animais necessários para a realização do mesmo. 



62 

 

 

5.2. Discussão dos resultados mostrados no artigo aceito para publicação intitulado: “Be-

havioral investigation of mice with experimental autoimmune encephalomyelitis” 

 

Não foi encontrada nenhuma alteração comportamental evidente nos animais WT induzi-

dos com EAE, tanto antes da fase aguda, como após a remissão dos sinais clínicos. No entanto, 

surpreendentemente, foi encontrada uma diferença no nível de ansiedade entre os animais WT e 

os animais PAFR
-/-

, sugerindo que este receptor apresente um papel importante no mecanismo de 

indução de ansiedade. 

Apesar de tradicionalmente relacionada a alterações motoras, nos últimos anos alguns tra-

balhos relataram alterações comportamentais na EAE. Pollak e colaboradores (2002) cunharam a 

expressão Síndrome Comportamental Associada à EAE para se referir ao conjunto de alterações 

comportamentais que ocorrem durante o desenvolvimento da doença. Entre as alterações compor-

tamentais já descritas, incluem-se menor interação social e alterações no consumo de sacarose 

pelos animais (Pollak et al., 2000). Além dessas alterações, relatou-se uma correlação entre os 

sinais da síndrome comportamental e aumento de algumas citocinas, como IL1β e TNFα (Pollak 

et al., 2003).  

Entretanto, não foi encontrada esta síndrome comportamental no presente trabalho, uma 

vez que não se verificou alteração no consumo de sacarose pelos animais com EAE. É possível 

que as condições nas quais a sacarose 2% estava disponível não sejam as mais adequadas, pois ao 

beber a solução o animal poderia derramar um pouco do conteúdo na gaiola, provocando erros na 

medida. Além disso, os recipientes onde estavam contidas as soluções de sacarose podem apre-

sentar diferenças na quantidade de líquido que sai quando o animal vai beber a solução. Uma das 

maneiras de se contornar estes problemas é utilizando as chamadas gaiolas metabólicas, nas quais 

é possível se registrar perdas de solução que ocorram durante o momento em que o animal está 

bebendo. Experimentos futuros utilizando estas gaiolas estão planejados. 

Mesmo não encontrando alterações que correspondessem à síndrome comportamental da 

EAE, foram realizados experimentos avaliando outros parâmetros comportamentais. Alterações 

no sistema imune que possam interferir no comportamento foram descritas em modelos experi-

mentais, principalmente em infecções virais e bacterianas, nas quais o fenótipo comportamental é 

denominado “sickness behaviour‖ (comportamento de doente – tradução literal da expressão; 
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Kent et al., 1992). Lacosta e colaboradores (1999) encontraram efeitos ansiogênicos (aumento de 

ansiedade) em camundongos com administração sistêmica de LPS, mostrando que pode haver 

aumento de ansiedade em respostas inflamatórias. Nesse contexto, foi surpreendente que não se 

encontrou nenhuma alteração nos níveis de ansiedade tanto antes do início dos sinais clínicos, 

como após a fase crônica da EAE. A avaliação dos animais durante o estágio mais grave da do-

ença é dificultada pela completa paralisia de membros posteriores nos camundongos. Mesmo 

antes do aparecimento da debilidade motora, há alterações significativas no número de células T 

(marcadas com anti-CD3) e fagócitos (micróglia/macrófago) no sistema nervoso central (Jones et 

al., 2008). Após alguns meses da indução da EAE, a quantidade de células T e fagócitos diminui, 

mas ainda permanece significativamente maior que nos animais controles (Jones et al., 2008). 

Células T são capazes de produzir citocinas e quimiocinas que, acredita-se, influenciem a ativi-

dade de neurônios (Adler et al., 2007). Assim, a hipótese era de que tanto antes como após o de-

senvolvimento dos sinais clínicos, estas células pudessem estar sintetizando citocinas que, por 

sua vez, estariam agindo sobre estruturas no sistema nervoso central. Uma possível explicação 

para a ausência de efeitos no comportamento seria a possibilidade de o sistema nervoso central 

controlar o perfil de citocinas das células T durante a EAE, algo já descrito por Krakowski e O-

wens (1997). Assim, na fase aguda da doença, na presença de elevado número de células T, o 

sistema nervoso central não seria capaz de conter os efeitos provocados pelos mediadores secre-

tados por estas células. Após esse estágio crítico, a diminuição da resposta permitiria que o sis-

tema entrasse em equilíbrio, controlando-se os possíveis efeitos que mediadores inflamatórios 

pudessem ter sobre estruturas do sistema nervoso central. 

Outro parâmetro avaliado foi memória episódica de curta e longa duração dos animais na 

fase crônica da EAE. O modelo de avaliação de memória por reconhecimento de objetos foi pa-

dronizado para roedores pela primeira vez por Ennaceur e Delacour (1988). Posteriormente, Mes-

sier (1997) validou a utilização do modelo em camundongos, consolidando o teste de reconheci-

mento de objetos para avaliação de memória em camundongos. Lesões corticais e hipocampais 

são encontradas no cérebro de pacientes com esclerose múltipla (Calabrese et al., 2010; Sicotte et 

al., 2008) assim como em animais com EAE (Pomeroy et al., 2010; Ziehn et al., 2010). Logo, 

surge a hipótese de perda de memória após a fase aguda da EAE, o que permitiria utiliza-la como 

um modelo para se medir seqüelas de pacientes após períodos de surto da esclerose múltipla. A 

ausência de qualquer diferença entre a memória de animais EAE comparados aos controles suge-
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re que as lesões hipocampais neste modelo sejam mínimas. Este resultado contrasta com dados 

obtidos por Ziehn e colaboradores (2010), que encontraram diminuição de volume da camada 

CA1, perda de interneurônios inibitórios e aumento da morte de neurônios e glia no hipocampo. 

É possível que tais lesões ocorram apenas durante a fase mais grave da EAE e, após a remissão, a 

área se recupere por completo. Assim, conclui-se que não há perda de memória após a remissão 

da EAE. 

Em resumo, este estudo não conseguiu detectar alterações comportamentais significativas 

no modelo de EAE. Portanto, as possíveis lesões ou alterações ocorridas no sistema nervoso cen-

tral não são suficientes para alterar o comportamento do animal. 

Kihara e Ishii (2000) fizeram a descrição detalhada do fenótipo dos animais PAFR
-/-

, no 

entanto, não foi encontrada nenhuma alteração significativa na anatomia do cérebro, na transmis-

são sináptica excitatória ou na potenciação de longa duração. Portanto, é pouco provável que a 

diferença encontrada nos níveis de ansiedade tenha relação direta com alguma alteração ontogê-

nica do sistema nervoso central. No entanto, foi encontrada neste trabalho uma alteração signifi-

cativa na resposta imunológica destes animais à indução de EAE. Esta alteração não se restringe 

ao modelo de EAE, pois foi relatada em diversas outras condições, como na infecção pelo Den-

gue (Souza et al., 2009), pela Leishmania amazonensis (Santiago et al., 2006) e num modelo de 

isquemia intestinal (Souza et al., 2003). Vários trabalhos têm mostrado que o sistema imune e-

xerce influência no sistema nervoso central, participando de desordens neuropsiquiátricas tanto 

em humanos (Raison et al., 2010; Söderlund, et al., 2009) como em animais (Godbout et al., 

2008). Recentemente, Chen e colaboradores (2010) demonstraram que uma mutação no gene 

Hoxb8 em células de origem hematopoiética provocava comportamento similar a transtorno ob-

sessivo compulsivo. Este grupo descobriu que a mutação do gene Hoxb8 na micróglia era a res-

ponsável direta pelo comportamento patológico, demonstrando pela primeira vez a influência 

direta do sistema imune numa desordem neuropsiquiátrica. 

Assim, é possível que as alterações nos parâmetros imunológicos encontrados em animais 

PAFR
-/-

 estejam influenciando o sistema nervoso central destes animais, mesmo na ausência de 

estímulos pró-inflamatórios. 
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6. Conclusões 

 

O receptor de PAF é importante para o estabelecimento das lesões no sistema nervoso 

central no modelo de EAE e, consequentemente, é relevante para o surgimento dos sinais clíni-

cos. Ainda não está definido qual o mecanismo pelo qual este receptor atua, mas ele provavel-

mente não age em vias moleculares que interfiram nas etapas de adesão e rolamento de leucócitos 

no endotélio vascular. O seu papel parece estar relacionado à migração de células mononucleares, 

especialmente células CD4
+
, e à produção de fatores por estas células no sistema nervoso central. 

Não ocorrem alterações nos níveis de ansiedade e na memória de animais induzidos com 

EAE antes do estabelecimento dos sinais clínicos ou após a remissão da doença. 
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9. Anexos 

9.1. Anexo I – gráficos de avaliação clínica. 

 

 
Gráfico 13 Desenvolvimento de sinais motores após indução de EAE em animais WT e PAFR-/-. Animais WT EAE 

() e PAFR-/- EAE () foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o 

escore clínico mais simples padronizado para EAE. Animais PAFR-/- (n=7) apresentaram escore clínico significati-

vamente menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01). 

 

 

 
Gráfico 14 Desenvolvimento de sinais motores após indução de EAE em animais WT e PAFR-/-. Animais WT EAE 

() e PAFR-/- EAE () foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o 

escore clínico segundo Guan e colaboradores (2006). Animais PAFR-/- (n=7) apresentaram escore clínico significati-

vamente menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01). 
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9.2. Anexo II - artigo científico publicado 
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9.3.  Anexo III - Artigo aceito para publicação 
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Abstract- Multiple sclerosis is a neuroinflammatory disease that results in serious neu-

rological disability. Besides physical impairment, behavioral symptoms are also common 

in patients with multiple sclerosis. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is 

considered to be a model of multiple sclerosis and mimics the main features of the dis-

ease, such as demyelination and motor impairment. In this work, we aimed to study be-

havioral parameters in animals with EAE using the MOG35-55 model in C57BL/6 mice. 

We analyzed memory and anxiety in animals using the elevated plus maze, the step 

down inhibitory avoidance task and the memory recognition test. No differences in any 

tests were found when comparing controls and animals induced with EAE. Therefore, 

we conclude that behavioral changes in animals with EAE induced with MOG35-55 are 

probably subtle or absent. 

 

Key words: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis behavior, 

memory, anxiety. 

 

Investigação comportamental de camundongos com encefalomielite autoimune 

experimental 

 

Resumo- Esclerose múltipla é uma doença neuroinflamatória que resulta em séria in-

capacidade neurológica. Além do comprometimento físico, sintomas comportamentais 

também são comuns em pacientes com esclerose múltipla. A encefalomielite autoimune 

experimental (EAE) é considerada um modelo de esclerose múltipla e mimetiza as prin-

cipais características da doença, como a desmielinização e a fraqueza motora. Neste 

trabalho, nós objetivamos estudar parâmetros comportamentais em animais com EAE 

usando o modelo de MOG35-55 em camundongos C57BL/6. Nós analisamos memória e 

ansiedade em animais utilizando o labirinto em cruz elevado, o teste da esquiva inibitó-

ria e o teste de memória de reconhecimento. Nenhuma diferença em quaisquer dos tes-

tes foi encontrada quando comparando animais controles e animais induzidos com EA-

E. Assim, concluímos que alterações comportamentais em animais com EAE induzidos 

com MOG35-55 são provavelmente sutis ou ausentes. 
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Palavras-Chave: esclerose múltipla, encefalomielite autoimune experimental compor-

tamento, memória, ansiedade. 

 

Multiple sclerosis (MS) is considered an autoimmune inflammatory disease and is one of 

the main causes of motor disability in young adults. Its defining pathological feature is 

the presence of central nervous system (CNS) demyelinating lesions in association with 

inflammatory infiltrates. Even though the main symptoms of MS are related to motor and 

sensory dysfunction, behavioral and cognitive changes have also been frequently re-

ported. Among behavioral disorders, depression is the most frequent, affecting approx-

imately 30% of MS patients1. Many cognitive domains are impaired in MS, including at-

tention, visuospatial abilities, memory, information processing speed and executive func-

tion2,3.  

To better understand the etiopathogenesis of MS, researchers use some experimental 

models and, among these, one of the most used is the experimental autoimmune ence-

phalomyelitis (EAE). Despite being traditionally related to motor dysfunction, in recent 

years some papers have reported behavioral changes in EAE. Pollak and collaborators4 

named the expression EAE behavioral syndrome to refer to the behavioral changes that 

occur in SJL/J mice with EAE induced with proteolipid protein peptide (PLP139-151). Pol-

lak and collaborators found that EAE animals presented low social interaction and low 

sucrose consumption when compared to controls5. 

Only a few works have studied behavioral changes after the reports of Pollak. In the 

present work, we sought to investigate behavioral changes in a model of EAE induced 

with MOG35-55 in C57BL/6 mice. 

 

METHOD 

 

Mice 

Seventy nine female C57BL/6 mice were obtained from Animal Care Facilities of the 

Institute of Biological Sciences, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Brazil), 

aged between 9 and 10 weeks. The Animal Ethics Committee of UFMG approved all 

experimental procedures used (protocol number: 129/2006). 
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EAE induction and clinical assessment 

EAE was induced using an emulsion containing myelin oligodendrocyte glycoprotein 

(MOG), Complete Freund's Adjuvant (CFA) and attenuated Mycobacterium tuberculosis. 

Pertussis toxin was injected separately and intraperitoneally. MOG peptide, sequence 

35–55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK; Auspep) was obtained from NeoMPS (San 

Diego, USA). Pertussis toxin and CFA were purchased from Sigma Chemical Co (St. 

Louis, MO, USA). Attenuated M. tuberculosis H37 RA was purchased from Difco Labor-

atories (Sparks, MD, USA). Each animal received 100μL of the emulsion in the base of 

tail containing 100μg of MOG35–55. Each animal received two i.p. doses of 300ng of per-

tussis toxin in the day of the immunization and 48 hours later. 

Animals were monitored daily and clinical score was evaluated using a standardized 

scoring system6. Briefly, clinical signs were scored as follows: 0 = no signs; 0.5 = tail 

weakness; 1 = tail paralysis; 2 = hind limb weakness; 3 = hind limb paralysis; 4 = hind 

limb paralysis and front limb weakness. Animals were also weighed daily. 

 

The elevated plus maze (EPM) 

Anxiety-like behavior was evaluated on days 9 and 60 after EAE induction. The elevated 

plus maze (EPM) is a test of unconditioned anxiety-related behavior that involves a con-

flict between the rodent's desire to explore a novel environment and anxiogenic ele-

ments such as elevation and an unfamiliar open area7. This is a widely used test for an-

xiety behavior of rodents7-9. The EPM test was conducted as previously described10. 

Briefly, mice were placed in the center of the maze facing an open arm and were al-

lowed to freely explore the EPM for 5 minutes. The animal placing all four paws onto the 

arm was considered to be in the arm, otherwise the animal was in the center of the 

maze. Behavior that was recorded when rodents were in the EPM included the time 

spent and entries made on the open and closed arms. The measures of anxiety were 

the percentage (%) of open arm entries and the percentage (%) of time spent on the 

open arms. The number of closed arm entries was considered as a locomotor activity 

measure. Decreased open arm activities indicate increased anxiety levels in EPM. Be-

tween each trial, the maze was wiped clean with a damp sponge and dried with paper 
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towels. Before behavioral assessment, animals were allowed to accommodate to their 

new environment for 2 days. 

 

Inhibitory avoidance task 

The inhibitory avoidance step down test was used as described previously11. Briefly the 

apparatus was a 50×25×25cm acrylic box, whose floor consisted of parallel stainless-

steel bars (1mm diam.) spaced 1cm apart. A 7cm wide×2.5cm high platform was placed 

on the floor of the box against the left wall. Animals were placed on the platform and 

their latency to step down on the grid with all four paws was measured with an automatic 

device. In training sessions, immediately after stepping down on the grid, the animals 

received a 2.0 seconds scrambled foot shock. The shock intensity was 0.4mA for ani-

mals given one training session. In test sessions performed 1 hour and 30 minutes and 

24 hours after training session, no foot shock was administered and the step-down la-

tency (maximum 180 seconds) was used as a measure of retention. 

 

Object recognition task 

The object recognition test was done as described elsewhere12. This task is based on 

the spontaneous preference of rodents for novelty and their ability to remember pre-

viously encountered objects13,14. The task assesses the ability of mice to discriminate 

between a novel and a familiar object15. Briefly, testing entailed placing mice in an arena 

(40cm long, 20cm high and 40cm wide) with two objects, with a familiarization session in 

the previous day. In the exploration day, the two objects are identical and mice are 

placed in the arena for 5 minutes. The time the animal spent exploring each object was 

recorded. Recognition memory was tested 1.5 hour and 1 day after the exploration 

phase. Mice were reintroduced into the arena and exposed to two objects, a familiar ob-

ject and a novel object, whose positions were identical to the exploration session. The 

arena and the objects used were cleaned thoroughly between each mouse to ensure the 

absence of olfactory cues. 
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Statistical analysis 

The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify normality of samples. In samples with 

Gaussian distribution, we used parametric t-test. In samples without Gaussian distribu-

tion, we used non-parametric Mann-Whitney test. Statistical significance was defined as 

p<0.05. 

 

RESULTS 

 

Development of EAE 

EAE was induced and animals presented clinical signs beginning at day 11 after induc-

tion, with a peak of clinical signs after 17 days. Partial improvement of motor disabilities 

occurred between days 17 and 25. After 25 days, motor status did not change. Beha-

vioral tests were performed in days 9 and 60 after induction. 

 

No change in anxiety level in mice with EAE 

After 9 days of EAE induction, one day before motor signs development, animals were 

evaluated in the EPM (Fig 1). No animals presented motor disability at this day. No dif-

ferences in open arm exploration were detected (p=0.15) between controls (percentage 

of total exploration, mean±SE: 18.67±5.04) and mice with EAE (10.31±3.13). After 60 

days of EAE induction, animals were evaluated again. At this day, as some EAE mice 

still presented motor impairment, only animals with a score of up to 1 (tail weakness) 

were studied. No differences were detected (p=0.20) between controls (22.59±7.21) and 

animals with EAE (41.38±12.08). 

 

No change in memory in mice with EAE  

The step-down inhibitory test was used at 9 days of induction, while the object recogni-

tion test was used after 60 days of induction to test memory. In the step down inhibitory 

test (Fig 2), no changes were found in the latency of step down 1h30min (median 

[range]; controls: 180.0 [77.0-180]; EAE: 180.0 [25.0-180.0]) and 24h (controls: 180.0 

[178.0-180.0]; EAE: 180.0 [150.0-180.0]) after the training session (Fig 2A and 2B).  
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After 60 days of EAE induction, no significant changes were found in the exploration of 

the new objects by animals induced with EAE either 1h30min (in seconds; mean±SE; 

53.80±4.30) or 24h (45.90±3.30) after the exposure to the first object (p=0.17), as it can 

be seen in Fig 3. 

 

DISCUSSION  

 

In the present work, we did not find clear behavioral changes in mice with EAE, either in 

the acute phase or after the remission of clinical signs.  

The EAE model has some differences when compared to multiple sclerosis. In spite of 

the similar motor dysfunction, which involves weakness of limbs, in EAE, the CNS area 

affected is primarily the spinal cord. However, in recent years, some studies have de-

tected evidence of inflammation and neuronal changes in the brain of mice with 

EAE16,17. In previous works from our group, we have also found increased number of 

cells rolling and adhering in meningeal vessels and inflammatory infiltrate in the brain 

from EAE mice6,18. 

As a result of brain dysfunction, it could be expected that animals with EAE might 

present behavioral disturbances. Indeed, Pollak and collaborators5 reported sickness 

behavior in EAE, including symptoms of anorexia, reduced social exploration, and de-

creased preference for sucrose solution. It is worth mentioning that Pollak used an EAE 

model induced with proteolipid protein in SJL/J mice. Conversely, Levy and collabora-

tors19, studying an EAE model similar to the current work, found no evidence of brain 

lesions in C57BL/6 mice. Furthermore, Brown and Sawchenko16 using C57BL/6 mice 

and the MOG35-55 model found only minor T cell infiltration in CNS without neuronal de-

generation before 10 days of induction and the areas compromised were the choroid 

plexus, the meninges (both in the brain and in the spinal cord), olfactory bulbs and the 

circumventricular organs. MacKenzie-Graham and collaborators20 also found evidence 

of non-spinal lesions with important cerebellar gray matter cell death, especially Purkinje 

cells. However, none of the previous works found consistent evidence of brain inflamma-

tion and neurodegeneration before the onset of motor symptoms. It is possible that brain 
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inflammation is associated with behavioral changes only at the peak of the acute phase 

of EAE when motor signs are at maximum severity.  

The possibility of behavioral changes coinciding with the most severe phase of EAE 

raises an important question. How is it possible to measure the supposed behavioral 

changes considering that all behavioral tests depend on motor function? For example, 

Jones and collaborators21 found differences in the open field test in the number of cross-

ings of animals with EAE compared to controls. However, it is not possible to conclude 

whether this outcome is a result of motor impairment or it is a behavioral change. Peru-

ga and collaborators22 solved this problem by using a model of mild EAE based on the 

reduction of the amount of pertussis toxin. While this is a good strategy to significantly 

attenuate the motor impairment, the mechanism that leads to the behavioral changes 

may be completely different.  

It is also relevant to state that the low sensitivity of the elevated plus maze test may be 

responsible for the lack of detection of subtle changes in anxiety. Peruga and collabora-

tors22 used the dark-light box to evaluate anxiety in animals with mild EAE, and they 

found an increase of anxiety in these animals. Therefore, the elevated plus maze may 

not be a sensitive model to study anxiety in EAE. 

We also evaluated short term and long term episodic memory with the object recognition 

test and short term and long term aversive memory using the inhibitory avoidance task. 

Hippocampal lesions were reported in the brain of multiple sclerosis patients23,24 and 

also in animals with EAE17,25. However, the presence of lesions in hippocampus is still a 

matter of debate since Brown and Sawchenko16 concluded that the hippocampus does 

not show neurodegeneration concurrent with T-cell infiltration and/or microglial activa-

tion. Thus, the lack of inflammation or neurodegeneration of limbic structures, as the 

hippocampus, may be the reason for the absence of memory impairment in our work. 

These results are in contradiction with data obtained by Ziehn and collaborators17 who 

found decreased volume of CA1, loss of inhibitory interneurons and increase in death of 

hippocampal glia and neurons. Even though both Ziehn and Brown used C57BL/6 mice 

and the MOG35-55 to induce EAE, Ziehn used male mice, whereas Brown and Sawchen-

ko used female mice. It is possible that lesions occur only during the most severe phase 

of EAE in female mice and, after remission, the area recovers. Another possibility is that, 
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by unknown reasons, the neuronal lesions in female mice are less severe than those 

present in male mice. Further studies are needed to address this point. 

In this study, we could not detect significant behavioral symptoms in the EAE model. 

The inflammatory changes occurring in the brain were not sufficient to alter the behavior 

of EAE animals.  
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Fig 1 Percentage of time spent in open arms in the elevated plus maze. Animals with 

EAE after 9 (A, n=15) and 60 days of induction (B, n=8) were tested. No differences 

were found between EAE induced animals and controls (n=10). EAE: experimental au-

toimmune encephalomyelitis. 
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Fig 2 Step down latency in the Step Down Inhibitory Avoidance task. At 9 days of induc-

tion, animals with EAE (n=15) had similar step down latency when compared to non-

induced EAE mice (n=15) 1h30min (A) and 24h (B) after receiving aversive stimulus. 

EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis. 

 

 

Fig 3 Percentage of time exploring new object in the object recognition test. At 60 days 

of induction, animals with EAE (n=8) presented similar exploration of the new object 

when compared to controls (n=8). Animals were evaluated for short term (A) and long 

term (B) memory. EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis. 

 


