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Resumo

A esclerose multipla (EM) é uma doenca que provoca perda de mielina dos neurénios do
sistema nervoso central (SNC). Ela acomete adultos jovens e leva a disfun¢cbes motoras, como
paralisias dos membros superiores e inferiores, e disfun¢des sensitivas. Os mecanismos fisiopato-
I6gicos e etiopatogénicos ainda ndo estdo bem esclarecidos e os tratamentos disponiveis ndo alte-
ram significativamente o prognostico. A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é um
dos modelos animais utilizados para o estudo da doenca; pela sua semelhanga com a EM. Nesse
contexto, mediadores inflamatorios, como o fator ativador plaquetario (PAF), podem ter um pa-
pel fundamental no estabelecimento da condicdo neuroinflamatoria.

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o papel desempenhado por mediadores in-
flamatorios, especialmente o PAF na EAE. Foram avaliados adeséo e rolamento de leucocitos em
camundongos deficientes para o receptor de PAF (PAFR™) submetidos & EAE, bem como para-
metros clinicos, comportamentais, histolégicos e moleculares nesses animais.

Verificou-se que animais deficientes para o receptor de PAF desenvolvem EAE mais
branda que os animais selvagens. Analises histopatologicas revelaram menor infiltrado inflamato-
rio nos animais PAFR ™ e presenca de leucécitos polimorfonucleares nestes animais, em contraste
aos animais selvagens que apresentaram infiltrado inflamatdrio predominantemente mononuclear.
Os niveis de moléculas pré-inflamatérias no SNC de animais PAFR” também foram menores
que nos animais WT, indicando que havia poucos estimulos a migracao de células mononucleares
nestes animais. Entretanto, a ades@o e o rolamento de células na microvasculatura cerebral, pas-
s0s essenciais na migracéo celular, eram semelhantes nos animais PAFR”" quando comparados
aos animais WT. A auséncia de células CD4" e de células produtoras de IL-17 nos animais PA-
FR” confirmou a deficiéncia em parametros pré-inflamatdrios nestes animais.

Paralelamente, foram investigados parametros comportamentais em animais induzidos
com EAE. Entretanto, ndo foram encontradas alteracdes significativas em memoria e ansiedade
nos animais com EAE nem antes do inicio dos sinais clinicos, nem apds a remissao da EAE.

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

1.1. Esclerose multipla

A esclerose multipla é a doenca desmielinizante do sistema nervoso central mais comum e
para a qual os tratamentos atuais tém efetividade limitada. Em média, a idade de acometimento é
aos 30 anos e, com excecdo de traumas, esclerose multipla permanece sendo a mais frequente
causa de incapacidade neuroldgica em adultos jovens (Al-Oamishi et al., 1999). No Brasil, a pre-
valéncia é variavel, de 1,36 casos por 100 000 nas areas equatoriais (Ferreira et al., 2004) a 15
por 100 000 na regido sudeste (Fragoso e Fiore, 2005; Callegaro et al., 2001).

As primeiras descri¢es clinico-patologicas da esclerose multipla foram realizadas por
Charcot, no entanto, foram Robert Carswell e Jean Cruveilhier os primeiros a documentar as le-
sOes patologicas (Moreira et al., 2002). A doenga é caracterizada pela ocorréncia de lesdes des-
mielinizantes inflamatorias focais na substancia branca encefalica ou na medula espinhal, que séo
responsaveis pela determinacdo dos sintomas clinicos observados nos pacientes (Raine et al.,
1997; Compston et al., 2005). Os sintomas mais comuns incluem déficits motores (paralisias) e
sensitivos (hipo ou anestesias), alteracGes visuais e esfincterianas. Todos esses sintomas, ao gera-
rem incapacidade funcional, tém impacto significativo na qualidade de vida do individuo.

A progressédo clinica da doenca é avaliada analisando-se o acimulo de debilidade neuro-
l6gica com ferramentas metodoldgicas padronizadas, incluindo a escala de Kurtzke, ou EDSS, do
inglés Expanded Disability Status Scale (Kurtzke, 1983).

N&o ha dados nacionais sobre o impacto econémico da esclerose mdltipla, mas o gasto
com as drogas imunomoduladoras para o tratamento da doenca consome parcela significativa do
orcamento das Secretarias de Saude dos Estados destinado a compra de medicamentos. Em Mi-
nas Gerais, a Secretaria de Saude gastou no ano de 2001 R$4.683.780,00 em medicamentos imu-
nomoduladores para a esclerose multipla (Lana-Peixoto et al., 2002). Neste valor, ndo estdo con-
tabilizados os prejuizos da incapacidade produtiva do individuo. Assim, justificam-se os estudos
visando um maior entendimento e a busca de terapias para a esclerose maltipla.

Existem trés tipos principais de curso clinico da esclerose multipla: surto-remissdo, que é

a mais freqliente (85% dos casos) e caracterizada por surtos isolados e subseqiientes periodos de
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estabilidade clinica; secundaria progressiva, que acontece ap0s Varios surtos com a debilidade
clinica aumentando continuamente; e priméaria progressiva, em que os pacientes desenvolvem
déficits clinicos progressivos e continuos desde o primeiro surto (Friese et al., 2006).

Exames post-mortem identificaram quatro principais tipos de leses patoldgicas no cére-
bro de pacientes com esclerose multipla. As lesdes do tipo | e Il constituem desmielinizacdo as-
sociada a linfécitos T e macréfagos, com excesso de deposicéo de anticorpos nas lesdes do tipo Il
quando comparadas as do tipo I. Ambas as lesdes ocorrem tipicamente em regides perivasculares.
As lesdes do tipo Ill e IV apresentam distrofia e apoptose de oligodendrécitos, caracteristicas
ausentes nas lesdes dos tipos | e Il. Outra caracteristica que diferencia lesdes tipo Il e IV das
lesBes tipo | e 11 é o fato de que, naquelas, a presenca de macréfagos € menos intensa e ndo segue
0 padrdo perivascular que ocorre nas ultimas. Além disso, as les6es do tipo 1V foram encontradas
exclusivamente em pacientes com esclerose maltipla do tipo primario-progressivo (Luchinetti et
al., 2000).

E possivel que a doenca se inicie a partir de células T autorreativas para antigenos da mie-
lina (como, por exemplo, glicoproteina de mielina de oligodendrocito). A esclerose maltipla é
caracterizada essencialmente por inflamagdo no sistema nervoso central, sobretudo na substancia
branca. Esse processo inflamatorio esta associado ao influxo de células mononucleares no siste-
ma nervoso central em resposta a uma variedade de estimulos teciduais, que incluem citocinas
inflamatdrias e quimiocinas. As células inflamatorias levam a perda da mielina, disfuncéo da in-
tegridade dos oligodendrocitos e, posteriormente, perda axonal. Esses eventos sdo, em ultima
instancia, os responsaveis pelos sintomas e pela incapacidade funcional relacionada a doenga.
Portanto, o entendimento do processo inflamatorio, especialmente da migracdo de células para o
sistema nervoso central, € fundamental na compreensdo da esclerose multipla (Al-Oamishi et al.,
1999).

Embora os eventos que ocasionem a doenca ndo estejam totalmente compreendidos, a
maior parte das evidéncias leva a crer numa etiologia autoimune associada a fatores ambientais e
a predisposices genéticas ainda incertas. Os fatores ambientais que provavelmente estdo envol-
vidos incluem baixa exposi¢do a luz solar, deficiéncia de vitamina D, exposic¢ao ao virus Epstein-
Barr e tabagismo (Ramagopalan et al., 2010). Fatores genéticos tem sido implicados na esclerose
multipa, especialmente relacionados aos genes para HLA, receptor de IL7 e receptor de 1L2

(Svejgaard et al., 2008). A predisposicdo genética parece ter grande influéncia na probabilidade
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de desenvolver esclerose maltipla, uma vez que quanto mais préximo o parentesco com um paci-
ente, maiores as chances de se desenvolver a doenga (Sadovnick et al., 2009). No entanto, um
estudo recente em gémeos idénticos discordantes para a doenga ndo detectou evidéncias genéticas
ou epigenéticas que sejam determinantes para o aparecimento da esclerose multipla (Baranzini et
al., 2010).

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

1.2.1. Introducéo

S&o trés os critérios basicos a serem seguidos para um modelo experimental satisfatorio
(Neumann et al., 2011).

1. Validade de face: o que significa que o fenotipo do modelo ¢é similar a sindrome
humana que ele, supostamente, mimetiza,;

2. Validade preditiva: a manipulacdo conhecida por influenciar a patologia humana
(de uma forma positiva ou deleteria) tera efeitos comparaveis no modelo animal;

3. Validade de construto: com a qual as duas anteriores contribuem, pressupde que
uma doenca humana e o modelo animal compartilham substratos patolégicos co-
muns que podem explicar a patologia em ambos. Assim, permite a geracdo de uma
teoria mecanistica comum e de testes experimentais dos aspectos clinicos mais no-
taveis de uma doenca qualquer.

Existem diversas estratégias laboratoriais que geram condicGes desmielinizantes, como,
por exemplo, o uso crénico de cuprizona (Torkildsen et al., 2008) e infeccdo por virus de Theiler
(Drescher e Sosnowska, 2008). Entretanto, a encefalomielite autoimune experimental (EAE) é
um dos métodos mais utilizados, atualmente, para se estudar esclerose maltipla.

Os critérios listados acima aplicados a EAE mostram que este € um modelo atraente para
0 estudo da esclerose maltipla. Quanto a validade de face, o0 modelo apresenta um fenétipo simi-
lar & doenca em humanos, pois gera fraqueza de membros. Em relacdo a validade preditiva, dro-
gas que interferem com a progressdo da doenca na EAE também interferem com a progressao da

doenca na esclerose multipla. Por fim, na validade de construto, tanto o modelo como a doenca
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apresentam a geracdo de uma resposta autoimune contra antigenos de mielina no sistema nervoso
central, considerado, hoje, o principal mecanismo envolvido no inicio e progressdo da esclerose
maltipla (Glass et al., 2010).

1.2.2. Histoéria 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 0s animais
desenvolviam paralisia e esta condicdo era dependente da quantidade de mielina que havia no
extrato aplicado no animal. A inducgéo era bastante laboriosa, pois Rivers fazia cerca de 80 apli-
cacOes de extrato de cérebro por animal, durante um periodo de um ano. Alguns anos depois,
Kabat e colaboradores (1946) utilizaram um adjuvante desenvolvido por Jules Freund. A partir
dai, era necessaria apenas uma injecdo de extrato de cérebro para que a inducdo 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 aplicac6es

Espécie/ Estudos e aplicacdes

Linhagem
Peptideos indutores da EAE

C57BL/6 MOG35,55; OSP1797207; rNo-
go-66

SJILA MOGag;_10s; PLP139-151;
PLP178191; PLP10s4-117;
OSPs7_72; MOBP37_60;
MOBP5 35; MBP; MBPgy_
101, NOgO-66

Biozzi ABH MOG, MOG1_5; MOG43 57,
MOG134-148; PLPs6_70;
MBP21_35; MAGg7_112; ab-
crystalling 16; NF-L; GFAP

B10.PL e MBP Aci_11; MOGs3s_s5

PL/J

C3H/HelJ PLP215.232, PLP

Ratos Lewis MBP; MBP2g_gs; MBPg1_g;
MBPsgo_105; MBP170-186; -
Synucleings 111

Ratos DA, MOG

BN

Macaco Rhe- MBP; MOG34 56

sus (Macaca

mulatta)
Sagui co- MOG; MOGy4 36
mum (Callit-

hrix jacchus)

Linhagem comumente usada para gerar animais
transgénicos e had muitos animais knock out e
transgénicos disponiveis; patogénese mediada
por células CD4" Th1/Thl7; validagdo pré-
clinica de compostos terapéuticos; dano mediado
por células T CD8"

Estudo dos mecanismos do surto; controle gené-
tico de doenca autoimune; espalhamento de epi-
topo; desmielinizacdo mediada por anticorpo;
influéncia do género na autoimunidade; valida-
cao pré-clinica de compostos terapéuticos

Estudo dos mecanismos do surto; desmieliniza-
cdo mediada por anticorpos; validacdo pré-
clinica de compostos terapéuticos

Estudo de Treg; mimetismo molecular e influén-
cias ambientais; mecanismos de tolerancia; vali-
dacéo preé-clinica de compostos terapéuticos
Dano mediado por células T CD8"; mecanismos
de tolerancia

Estudo de comportamento migratorio de celulas
T autoimunes; controle genético da autoimuni-
dade, validacdo pré-clinica de compostos tera-
péuticos

Desmielinizacdo mediada por anticorpos; mime-
tismo molecular; controle genético da autoimu-
nidade

Influéncia ambiental na autoimunidade no SNC;
patologia axonal; desmielinizacdo mediada por
anticorpos; validacdo pré-clinica de compostos
terapéuticos

Similar ao macaco Rhesus
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1.2.3. Modelo de EAE induzido pela Glicoproteina da Mielina do Oligodendrdécito
(MOG): vantagens e limitagoes

O modelo utilizado neste trabalho envolve a proteina MOG. Suspeita-se do envolvimento
dessa proteina em EAE desde 1976 quando Lebar e colaboradores argumentavam que a desmieli-
nizacdo 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 proteina 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 proteina MOG purificada, ao inves do
extrato de cérebro. No ano seguinte, Ichikawa e colaboradores (1996) descobriram que o peptideo
35-55 da proteina MOG era capaz de gerar anticorpos especificos de linfocitos B. A seguir, Sla-
vin e colaboradores (1998) induziram a EAE utilizando o peptideo MOGg3s.55 em camundongos
C57BL/6 (H2b), gerando uma condicao de surto Unico e cronicamente paralisante e consolidan-
do, assim, a inducéo através deste protocolo.

Ha diversas semelhancas entre a EAE e a esclerose multipla além da debilidade motora. A
desmielinizacdo e infiltrado inflamatdrio de células T CD4", caracteristicas encontradas no cére-
bro de pacientes com esclerose multipla (Goverman, 2009), também sdo encontradas no modelo
de EAE (Hjelmstrom et al., 1998). Tal similaridade entre os dois quadros patologicos faz da EAE
um modelo til no estudo dos mecanismos fisiopatologicos da esclerose maltipla e, ndo obstante,
valida a EAE como um modelo para o desenvolvimento de terapias.

No entanto, ndo é uma unanimidade considerar EAE como um modelo de esclerose mul-
tipla. Isso porque, apesar de muitas semelhancas com aquela doenca, a EAE possui diferencas
importantes. Do ponto de vista farmacologico, dois medicamentos testados com sucesso em EAE
falharam no tratamento de esclerose mualtipla. Um deles € um bloqueador da integrina a4p;. 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 Gbito (Bartt, 2006). Por outro lado, algumas terapias para esclerose mal-
tipla presentes no mercado foram desenvolvidas devido a seu éxito em atenuar a EAE, dentre as

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

Camundongos

Humanos

Gerais

EAE e esclerose
maltipla

Inducéo
Testando
terapias

novas

Escrutinio

Acompanhamento

Consanguineo;  homozigoto;
pequena duracdo da vida; alta
fecundidade; dieta fixa; livre
de patdgenos; ambiente limpo
Pode ser monofasico; camun-
dongos testados enquanto os
epitopos estdo espalhando
Geralmente com CFA

Inducdo de EAE estudada mui-
to mais do que a doenga em
curso; apenas alguns camun-
dongos testados

Menos detalhado

Apenas no curto prazo

Diferencas moleculares na resposta imune

Resposta de célu-
las T

Linfocitos no
sangue periféerico
Expressao de
CcD4"

Expressao de
CcD8"

Expressao de IL-
10
Resposta de IFN-

Y

IL-4 e IFN-y ex-
pressos por Th
Expressao de
CD28

Expressao de
MHC classe 11
Expressao de
CD52

Sensibilidade a
glicocorticoides

Frequentemente estereotipada
75-90%

Linfocitos

Linfocitos, células dendriticas
Th2

Né&o ha diferenciacdo preferen-
cial de Th
Exclusivamente um ou o outro

Aproximadamente 100% de
células T CD4" e CD8"
Ausente nas células T e células
endoteliais

Nao encontrado em camun-
dongos

Grande

N&o-consanguineo; heterozigoto; grande
duracdo da vida; baixa fecundidade; dieta
variada; carreadores de patdgenos potenci-
ais; acesso livre a novas infecgdes
Diferentes subtipos, geralmente com sur-
tos; epitopos provavelmente espalharam
bem antes do diagndstico;

Espontanea

Centenas de pacientes; alguns efeitos cola-
terais sS40 muito raros para serem observa-
dos em camundongos

Detalhado, talvez ndo observada em ca-
mundongos

Muitos anos ou durante toda a vida
Geralmente se altera, mesmo para epitopos
recorrentes

30-50%

Linfécitos, macrofagos

Linfécitos

ThleTy2

Promove resposta T1

Promove resposta T1

Aproximadamente 80% de células T CD4",
50% de células T CD8"

Presentes em células T e células endoteli-
ais

Linfécitos

Pequena e variavel

Extraido de Friese et al. (2006) com modificacoes.
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Neste trabalho, optou-se por considerar EAE como modelo de esclerose multipla, uma vez
que os parametros de neuroinflamacdo investigados neste trabalho tém suma importancia na etio-

patogénese desta doenga.

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

NO Processo

Podem-se listar trés rotas de entrada de leucécitos no sistema nervoso central. Migracéo
do sangue para o fluido cerebrospinal através do plexo cordide ou através dos vasos das meninges
para 0 espago subaracndideo; migracdo do sangue para o parénquima perivascular do cérebro; e
migracdo do sangue para o parénquima perivascular da medula espinhal (Rebenko-Moll et al.,
2006).

A migracéo de leucdcitos do sangue para 0 parénquima perivascular do cérebro é um pro-
cesso que se inicia pela interacdo da célula com o endotélio do vaso, interacdo esta estimulada
por quimiocinas, como dito anteriormente.

Quimiocinas, termo resultante da fusdo de “citocinas quimiotaticas”, sdo uma grande fa-
milia de pequenas proteinas basicas que exercem um amplo espectro de fungdes bioldgicas e pa-
toldgicas. A demonstracdo in vitro de que uma molécula é uma quimiocina consiste no estimulo
quimiotatico de leucocitos de uma forma dependente da concentracdo da suposta quimiocina (Sa-
varin-Vuaillat e Ransohoff, 2007). E comum a todas as quimiocinas descritas até 0 momento o
fato de sua acéo efetora depender da ligacdo da molécula a receptores de membrana acoplados a
proteina G.

A subfamilia CC é caracterizada pela presenca de dois residuos de cisteina sucessivos. Os
membros desta que é a maior subfamilia tém espectro de acdo amplo e podem atrair mondcitos,
eosinoéfilos, basofilos, linfocitos T, células “natural killer” (NK) e células dendriticas. As quimio-
cinas da subfamilia CXC recebem esta denominacdo pela interposicdo de um aminoacido (X)
entre seus dois primeiros residuos de cisteina e subdividem-se entre aquelas que possuem o moti-
vo glutamato-leucina-arginina (ELR) e aquelas que ndo possuem. S&o utilizadas na quimiotaxia
para neutrofilos (se também contiverem o motivo ELR) e para linfécitos e mondcitos (se ndo a-
presentarem o motivo ELR). As quimiocinas C apresentam apenas dois dos quatro residuos que

ocorrem nas outras subfamilias e podem agir em linfocitos, mas ndo em neutréfilos ou mondci-
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tos. A quimiocina da familia CX3CL possui trés aminoacidos entre os dois primeiros residuos de
cisteina e um dominio semelhante a mucina em sua extremidade C-terminal. Age como molécula
de adesdo ou quimioatraente para células T, células NK e fagdcitos mononucleares (Savarin-
Vuaillat e Ransohoff, 2007).

As quimiocinas desempenham diversas fun¢des no sistema nervoso central além de seu
papel nas respostas imunes. Por exemplo, o sistema CXCL1/CXCR2 controla o posicionamento
de precursores de oligodendrdcitos (Tsai et al., 2002) e o sistema CXCL12/CXCR4 regula a mi-
gracdo neuronal e axonal durante o desenvolvimento (Li et al., 2008).

A passagem de leucdécitos da circulacdo sistémica para o tecido é iniciada ap6s algum si-
nal quimiotéatico recebido pela célula endotelial e pelo préprio leucécito. A liberacdo de quimio-
cinas no local da inflamacéo atinge o endotélio, provocando alteracdo da expressao de selectinas
nas células endoteliais. Em conseqiiéncia, ha um ancoramento, ou “tethering” de leucécitos circu-
lantes no endotélio vascular. A seguir, moléculas como VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Prote-
in 1), no endotélio, e a4f1, No leucocito permitem que o leucocito faga o “rolamento” no endote-
lio vascular. Quimiocinas que alcancem o endotélio e o leucdcito induzirdo a expressao de LFA-1
(Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) neste e ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecu-
le 1) naquele, provocando adesdo firme do leucdcito ao endotélio. Este processo esta resumido na

figura 1.
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Figura 1 Moléculas que participam da cascata de ancoragem, rolamento e adesdo de leucécitos ao endotélio vascu-
lar. Extraido de Luster et al. (2005) com modificag@es.

No SNC, o processo de migracdo celular envolve etapas semelhantes as supracitadas, po-

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

1.4. Vias de acesso ao sistema nervoso central

1.4.1. A barreira hematoenceféalica

A entrada de moléculas ou células no sistema nervoso central estd condicionada a acdo da
barreira hematoencefalica (BHE), que consiste principalmente de células endoteliais unidas por
juncdes oclusivas, astrocitos, membrana basal e pericitos, além dos neurénios que estdo em pro-
ximidade fisica com o endotélio. Todos estes elementos sdo parte da unidade neurovascular. Sob

condigdes fisioldgicas, a BHE garante o suprimento constante de nutrientes (oxigénio, glicose e
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outras substéncias) para as células do cérebro e direciona as células inflamatorias (Persidsky et
al., 2006). As jungdes oclusivas impedem a entrada de moléculas no parénquima cerebral, o que
confere a menor permeabilidade intercelular no endotélio capilar do sistema nervoso central. A-
Iém disso, as celulas endoteliais possuem taxa diminuida de endocitose, o que limita também o
trafego 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 compativel (Kroll e Neuwelt, 1998; Pardridge, 2005). Essas sdo as
propriedades essenciais, mas, além delas, o grau de ionizacdo, a ligacdo a proteinas do plasma, o
fluxo sangliineo local e a afinidade por carreadores também podem influenciar na permeabilidade
da BHE (Kemper et al., 2004). Poucas moléculas apresentam essas caracteristicas, e mesmo que
as apresente, ainda assim a entrada ao sistema nervoso central ndo esta garantida (Ghose et al.,
1999; Lipinski, 2000). Bombas de efluxo ativas, tal como a glicoproteina P, oferecem uma barrei-
ra protetora adicional ao sistema nervoso central, por agir lancando moléculas danosas de volta a
corrente sanglinea (Juliano e Ling, 1976; Cordon-Cardo et al., 1990). Em consequéncia, 98% das
pequenas moléculas e todas as moléculas de alto peso molecular séo excluidas do compartimento
do sistema nervoso central (Pardridge, 2005). Assim, a BHE regula a homeostase cerebral por
controlar a composicdo do CSF e o compartimento dos fluidos extracelulares, via entrada e reti-
rada de compostos especificos da interface sangue-cérebro.

Além de ser responsavel por trafego 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 inflamatorias, principalmente células T ativadas (Hickey et al., 1991). No modelo de EA-
E, a invasdo de células T através da BHE é considerada um dos acontecimentos que antecedem a
manifestacdo da patologia autoimune (Smorodchenko et al., 2007). Exemplos de alteracdes da
BHE na EAE sdo 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 mondcitos no sistema nervoso central; e no trabalho de Wuerfel e colaboradores (2007),
no qual, utilizando ressonancia magnética, foram detectadas alteracGes na BHE de camundongos

antes das manifestac@es clinicas da EAE.
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1.4.2. O plexo coroide

O plexo cordide é outra via possivel de acesso das células T ao parénquima do sistema
nervoso central. No entanto, as células endoteliais fenestradas do plexo cordide ndo apresentam
as juncbes oclusivas que normalmente limitariam a diapedese de leucocitos na BHE. Tal fato
sugere que o plexo cordide seja um local de acesso mais facilitado de linfécitos ao CSF (Wilson
et al., 2010). Em um trabalho recente, Reboldi e colaboradores (2009) relatam o papel de CCL20,
liberado por células ependimarias do plexo cordide, no recrutamento de células T mediado por
CCR6 (expresso nas células T). Além disso, sabe-se que as células ependimarias apresentam
MHC classe | e classe Il (Alldinger et al., 1996; Nathanson e Chun, 1989).

1.5. Etiopatogénese da EAE

O recrutamento de leucocitos 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 sdo mediadores criticos da migracdo celular que se ligam a receptores aco-
plados a proteina G (Allen et al., 2007).

Kuchroo e colaboradores (2002) apresentaram uma proposta do mecanismo fisiopatoldgi-
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 antigenos de mielina. No entanto, algumas células autorreativas escapari-
am da selecdo timica e constituiriam o repertdrio periférico de células T. Estas células seriam
ativadas a partir do contato com o epitopo antigénico, contato este mediado por complexo de his-
tocompatibilidade principal (MHC — major histocompatibility complex) em conjunto com sinais
coestimulatorios apropriados. Apos este evento, células T migrariam pela barreira hematoencefa-
lica e, no sistema nervoso central, precisariam ser reativadas por células apresentadoras de anti-
geno locais, também expressando moléculas coestimulatérias, para que se inicie a inflamacéao e o
dano ao tecido. Embora as células Thl sejam necessarias para iniciar a doenca, muitas das células
vistas em lesdes de EAE sdo recrutadas inespecificamente. Estas células infiltradas consistem
principalmente de células T e macréfagos e, numa menor extensao, células B. Macréfagos ativa-
dos destroem mielina dos axénios e secretam inumeras citocinas, incluindo IL-1 e TNF-a, o que

perpetuaria rea¢fes inflamatorias ndo especificas e contribuiria para o dano tecidual. Assim, apds
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a saida do timo, células T autorreativas tém que passar por diversos pequenos estagios para medi-
ar uma doenca autoimune: elas devem ser ativadas no compartimento imune, diferenciar-se para
assumir um fendtipo efetor patogénico, expressar moléculas de adesdo apropriadas, migrar para o
6rgdo efetor e ser reativadas para recrutar outras células que participardo 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 ndo se enquadravam nos perfis Thl e Th2, sendo denominadas Th17 (Infan-
te-Duarte, 2000). Vérios estudos apresentam evidéncias de que essas células tém papel funda-
mental nas doencas autoimunes, sendo encontrados niveis elevados de IL-17 em pacientes com
esclerose maltipla (Lock et al., 2002; Matusevicius et al., 1999).

O papel da linhagem Th17 na EAE também se revelou fundamental, em conjunto com a
linhagem Thl (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 fagociticas pra o sistema nervoso central (Fife et al., 2001). No curso natural de
EAE induzida por MOGss.s5, 0 nimero de células Thl7 no SNC tem um pico antes das células
Thl (KorN et al., 2007). Estudos nos quais foi realizado o bloqueio da citocina IL-17A relataram
diminuicdo dos sinais clinicos nos animais induzidos com EAE (Langrish et al., 2005; Galicia et
al., 2009). Assim, células Th17 poderiam constituir a primeira onda de migracdo para o sistema

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

1.6. Fator Ativador Plaquetario

O Fator Ativador Plaquetario (PAF - 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) ¢ um
mediador lipidico que tem efeitos bioldgicos numa variedade de células e érgéos (Ishii e Shimizu,
2000). O termo “fator ativador plaquetario” foi cunhado devido a primeira funcdo descrita para
esta molécula, responsavel pela agregacdo de plaquetas liberadas por basofilos de coelho apds
estimulacdo com IgE (Benveniste et al., 1972). A caracterizacdo da estrutura quimica do PAF foi
realizada por Hanahan e colaboradores (1980) utilizando cromatografia gas-liquido e andlise es-
pectral de massa.

PAF é produzido por vérios tipos de células, incluindo neutrofilos, eosinéfilos, mondci-

tos/macrdfagos, e células do endotélio vascular (Montrucchio et al., 2000). As atividades biolégi-
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cas do PAF sdo determinadas pela sua ligacdo ao receptor de PAF (PAFR), que pertence a super-

familia de receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteinas G.
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Figura 1.2 PAF e a sinalizacdo pelo seu receptor. Estrutura molecular do Fator de Ativacdo Plaquetario (A) e
representacéo esquematica das vias intracelulares ativadas a partir de seu receptor (B). Extraido de Chao e
Olson (1993) e Montrucchio e colaboradores (2000) com modificagdes.
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O receptor de PAF ja 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 sinalizacdo de calcio (Bito et al., 1992). Também se encontrou uma expressao
elevada do receptor de PAF na microglia, na qual, sob estimulo do PAF, resultaria um aumento
intracelular de Ca®* (Mori et al., 1996). PAF é capaz de induzir apoptose em oligodendrécitos e
astrocitos em cultura (Hostettler et al., 2002). Células do sistema imune também apresentam re-
ceptores de PAF, e sua ativacao leva a efeitos especificos. Por exemplo, o PAF é capaz de ativar
neutrofilos (Welch et al., 2009).

O PAF esta envolvido em diversas condi¢des fisiopatologicas, como asma alérgica, cho-
que endotoxico, pancreatite aguda e inflamacBes dérmicas como psoriase e prurite (Ishii e Shimi-
zu, 2000). Algumas linhas de evidéncia sugerem que o PAF pode também ter um papel nas doen-
cas consideradas autoimunes, como esclerose multipla, e em seu modelo experimental, a EAE
(Pedotti et al., 2003; Callea et al., 1999; Lock et al., 2002). Em um estudo, o0s niveis de PAF es-
tavam elevados no liquor e no plasma de pacientes que apresentavam a forma surto-remissao de
esclerose maltipla (Callea et al., 1999). Além disso, niveis aumentados de transcritos de PAFR
foram identificados, em analise genética por microarray, em lesdes de esclerose multipla 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 especi-
fico para o gene do receptor de PAF estava aumentado em pacientes japoneses com esclerose
multipla (Osoegawa et al., 2005). Embora esses estudos sugiram que o PAF possa contribuir para
a fisiopatologia de esclerose multipla/EAE através do PAFR, desconhece-se como isso ocorre.

Animais deficientes para o receptor de PAF foram desenvolvidos. Esses animais foram
criados por inativacdo do gene para receptor de PAF em células tronco embrionarias de E14-1
obtidos de animais 129/Ola (Ishii et al., 1998). O perfil genético dos camundongos é predomi-
nantemente uma mistura aleatéria de alelos 12/Ola e C57BL/6. A inativacdo do gene para o re-
ceptor de PAF foi confirmada por analise genémica por Southern blot e por analise de RNA iso-
lado de neutrofilos por Northern blot. Macrofagos peritoneais e tecido pulmonar desses camun-
dongos ndo apresentavam sitios de ligacdo para WEB 2086, o que confirmou a perda de recepto-
res de superficie nesses tecidos. Nenhuma anormalidade morfoldgica 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 possiveis ameacas 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 situacfes futuras. Acompanhando esse estado
afetivo negativo, ocorre um componente fisiolégico significativo que pode refletir ativacdo de
circuitos cerebrais distintos.

A ocorréncia de ansiedade em animais € postulada devido a percepcao de que circuitos a-
tivados em humanos também séo ativados em animais em situacdes que geram um fenotipo se-
melhante ao comportamento ansioso. Um exemplo é a exposicdo de um roedor a um ambiente
com uma regido aberta (sem nenhum tipo de abrigo ou paredes) e com uma regido fechada. Natu-
ralmente, o animal tende a freqlientar mais o ambiente fechado, mas também néo deixa de explo-
rar 0 ambiente aberto, que pode apresentar perigos, mas também oportunidades, como alimentos.
O labirinto em cruz elevado € um método utilizado para o estudo de ansiedade em roedores, e é
baseado na aversdo de camundongos a um ambiente aberto (Lau et al., 2008).

A amigdala é a principal estrutura neuroanatbmica implicada na ansiedade. Suas proje-
¢cOes com diversas estruturas do sistema nervoso, como o hipotalamo lateral, o nervo vago, o nu-
cleo parabraquial, a area tegmental ventral, o I6cus ceruleus, para citar alguns, resultam nos even-
tos fisioldgicos que caracterizam a ansiedade (Davis, 1992).

Fendmenos inflamatorios, mesmo sendo periféricos, podem gerar comportamento seme-
Ihante a ansiedade em roedores (Benatti et al., 2011). Como eventos neuroinflamatorios provo-
cam alteracBes comportamentais importantes em humanos, também é relevante analisar possiveis

mudancas em padrdes de ansiedade nos modelos animais.

1.8. Memoria
Memoria pode ser definida como a habilidade em um organismo de armazenar, reter e e-
vocar informacdo e experiéncias. Memdria pode ser dividida em dois tipos principais: memoria
implicita e explicita. A memdria explicita pode ser subdividida em memdria semantica e episodi-
ca, sendo esta ultima a memoria de eventos autobiograficos, que possam ser explicitamente cita-
dos (Tulving, 1984).
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Em animais, existem diversos testes em que se propde medir memoria episodica, basean-
do-se em parametros como o tempo gasto pelo animal na exploragéo de algo ou a reacéo do ani-
mal a um contexto previamente exposto.

Independente do tipo, a aquisicao e processamento de memdria estdo associados a estrutu-
ras cerebrais, entre as quais € possivel citar o hipocampo, a amigdala, o estriado e os corpos ma-
milares. Como essas estruturas sao encontradas tanto em humanos quanto em roedores, € possivel
utilizar os Gltimos no estudo dos mecanismos envolvidos na memoria.

Yirmiya e Goshen (2011) descrevem, em uma extensa revisdo sobre memaria e sistema
imune, como moléculas tradicionalmente conhecidas como agentes do sistema imune podem ser
benéficas e deletérias a formacdo e ao processamento de memoria. Sabe-se que animais que ndo
apresentam células T CD4" tem problemas na aquisicdo de memoria, que sio resolvidos quando
0s animais recebem essas células. E também notéavel que a citocina IL-1p é induzida durante a
consolidacdo de memoria, e sua auséncia resulta em menor aquisicdo desta, muito embora niveis
muito altos de IL-1f sejam nocivos para a formagdo de memoria. Outras citocinas, como IL-6 e
TNF-a, quando elevadas, pioram a aquisi¢cdo de memoria.

Em doencas neuroinflamatorias, como na EM, e no seu modelo, EAE, ha intensa libera-
cao de citocinas e ativacdo de células do sistema imune. Paralelamente, ocorre quebra da barreira
hematoencefalica, permitindo a interacdo de todos aqueles componentes do sistema imune com

estruturas cerebrais e, assim, € possivel que ocorra interferéncia na formacdo de memoria.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

Investigar o efeito da auséncia funcional do fator ativador plaquetario em camundongos
submetidos a EAE.

2.2. Objetivos especificos:

Estudar a resposta clinica de camundongos selvagens e deficientes para o gene do recep-
tor de PAF (PAFR) submetidos a EAE;

Investigar a dindmica de rolamento e ades&o de leucocitos na circulagdo cerebral de ca-
mundongos selvagens e deficientes para o gene PAFR submetidos a EAE;

Avaliar as concentracdes de mediadores inflamat6rios no sistema nervoso central de ca-
mundongos selvagens e deficientes para o gene PAFR submetidos a EAE;

Investigar a resposta do tipo Th17 no curso clinico de camundongos deficientes para o
gene PAFR submetidos a EAE;

Analisar alteracGes histopatoldgicas na medula espinhal e no cérebro de camundongos
submetidos a EAE;

Avaliar parametros de ansiedade nos animais durante o desenvolvimento e apos a fase de
remisséo da EAE;

Analisar parametros de memoria nos animais durante o desenvolvimento e apos a fase de
remisséo da EAE;

Investigar a sindrome comportamental associada a EAE.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Camundongos fémeas C57BL/6 foram obtidos do biotério da Universidade Federal de
Minas Gerais, entre 9 e 10 semanas de idade. Camundongos fémeas entre 9 e 10 semanas defici-
entes para o gene PAFR foram gentilmente cedidos pelo professor Takao Shimizu (Universidade
de Tdquio) e foram mantidos e reproduzidos em condicGes livres de patdégenos no Instituto de

Ciéncias Bioldgicas. Este trabalho foi autorizado pelo CETEA através do protocolo 129/2006.
3.2. Reagentes e inducéo do EAE

O peptideo MOG (MOGgs.s5), de sequiéncia 35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK;
Auspep) e adjuvante completo de Freund (CFA) foram comprados da NeoMPS. EAE sera indu-
zido por imunizacdo subcutanea (base da cauda) com uma emulsdo contendo 100pg do antigeno
peptideo MOG3s.55 € CFA suplementado com 4mg/mL de H37 RA de Mycobacterium tuberculo-
sis obtido de Laboratdrios Difco. Foi injetada toxina pertussis (obtida da SIGMA) numa dose de
300ng por animal injetada intraperitonealmente no dia da imunizacao e 48h depois. Os animais
foram pesados imediatamente antes do inicio do tratamento e diariamente apds a imunizacdo. O
estado clinico dos animais tambem foi monitorado diariamente utilizando-se trés escalas clinicas

padronizadas.
3.2.1. Escore clinico 1

A seguinte escala de valores clinicos € a mais simples e uma das mais utilizadas em traba-
Ihos com EAE. Esta organizada da seguinte maneira:
0 Nenhum sinal clinico.
1 Paralisia de cauda (ou perda de ténus 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 clinico 2

Extraido de Guan e colaboradores (2006), esta escala é baseada no Escore clinico 1, no

entanto, hd maior detalhamento da debilidade motora, pois também é levada em consideracao a

marcha do animal e possiveis fraquezas de cauda.

0,5

15

2,5

3,5

4,5

Nenhum sinal clinico;

Paralisia parcial de cauda;

Paralisia de cauda ou marcha alterada;

Paralisia parcial de cauda e marcha alterada;

Paralisia de cauda e marcha alterada;

Paralisia parcial de membros inferiores;

Paralisia de um dos membros inferiores;

Paralisia de um dos membros inferiores e paralisia parcial do outro membro inferior;
Paralisia de dois membros inferiores;

Moribundo.

3.2.3. Escore clinico 3

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

envolvendo EAE. No entanto, optou-se por usa-la devido a riqueza de detalhamento na descri¢ao

motora do animal doente. Nela, existem varios testes relativos a cauda, membros inferiores,

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

liacdo de cada uma das funcdes motoras.
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Cauda
0 Um camundongo normal mantém sua cauda ereta enquanto se move.
1 Se aextremidade da cauda esta flacida, com tendéncia a cair.
2 Se acauda estd completamente flacida e arrasta na superficie.
Patas traseiras
0 Um camundongo normal tem uma marcha enérgica e ndo 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 saudavel se vira imediatamente. Uma demora
sugere fraqueza nas patas traseiras;

b) Posicionar o camundongo na parte externa da gaiola. Se, a0 se mover sobre a
grade, uma ou ambas as patas traseiras freqlientemente atravessar as barras da
gaiola, considera-se que ha uma paralisia parcial.

2 Ambos os testes anteriores sao positivos.
3 Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinais de paralisia, mas algum movimento
é preservado.
4 Ambas as patas traseiras paralisadas e 0 camundongo as arrasta enquanto se move.
Patas dianteiras
0 Camundongo normal usa as patas dianteiras ativamente para se agarrar e andar e
mantém sua cabeca ereta.
1 Andar ¢ possivel, mas dificil, devido a 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 ¢ falta de tbnus no pescoco.
2 Quando uma pata dianteira estd paralisada e o camundongo fica dando voltas em
torno da pata paralisada. O pescoco tambeém perde muito de seu tbnus muscular.
3 0O camundongo ndo pode se mover e ndo consegue beber agua ou se alimentar.
Bexiga
0 Um camundongo normal tem total controle sobre sua bexiga.

1 Camundongo incontinente, quando a porcao inferior do corpo esta 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 avaliagdo da ansiedade em camundongos, sendo
um método valido de investigacdo comportamental (File, 2001; Carola et al., 2002). Baseia-se no
conflito entre o desejo de explorar novos ambientes e 0 medo de &reas abertas e desconhecidas,
além da associacdo de elementos ansiogénicos tais como elevacdo e iluminacdo (Lau et al.,
2008).

O labirinto em Cruz Elevado (Insight®, SP, Brasil) possui dois bragos abertos e dois fe-
chados, que emergem de uma plataforma central e estdo dispostos em dire¢fes opostas formando
uma cruz. A plataforma apresenta uma elevacdo da base (38,5 cm) e o0 aparato é iluminado por
lampadas nos quatro bracos e pela claridade do ambiente onde seré aplicado o teste.

Cada camundongo foi colocado na plataforma central do labirinto com a cabeca direcio-
nada para o braco aberto. Permitiu-se ao animal percorrer livremente o labirinto durante cinco
minutos (Carola et al., 2002; Zhu et al., 2006). O avaliador registrou a freqiiéncia com que o ca-
mundongo entrava com as quatro patas nos bracos aberto e fechado e o tempo total em que per-
manecia em ambos os bracos. A medida da ansiedade foi a porcentagem de entradas e de tempo
gasto nos bragos abertos, sendo que baixas porcentagens indicam maiores niveis de ansiedade
(File, 2001; Podhorna e Brown, 2002; Zhu et al., 2006). Assim, os valores de exploracdo foram
calculados da seguinte maneira:

Tempode exploracdo do brago aberto
Tempode exploracdo do brago fechado + brago aberto

Porcentagem de exploracéo = x100

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

O teste de Memdria de Reconhecimento de Objetos é utilizado em modelos experimentais
com roedores na avaliacdo de aspectos cognitivos, como a memdria de curto e longo prazo. E
baseado na tendéncia 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 acrilico branco e uma de acrilico transparente. O piso do campo aberto é
dividido em 12 quadrados iguais demarcados por linhas transparentes. No primeiro dia foi reali-
zada a habituacgdo, 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 exploragdo de cada objeto foi
registrado. No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos depois do primeiro teste, foi avaliada a memdria
de curta duragdo. O animal explorou novamente o ambiente na presencga 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 apds) foi avaliada a memoria de
longa duracdo. O mesmo procedimento foi realizado, o objeto C foi substituido pelo objeto D
(diferente do objeto A). O tempo de exploracdo de cada objeto foi novamente registrado. A se-

guir, foi realizado o seguinte célculo:

Tempo explorando objeto 1 y
Tempo explorando objeto 1+ Tempo explorando objeto 2

Percentagem de exploragdo = 100

Uma porcentagem maior de tempo gasto na exploracdo do objeto novo indica normalida-
de da funcéo cognitiva. Foi considerada exploracédo do objeto pelo animal qualquer contato fisico
(tocar o objeto com o nariz ou patas) ou orientacdo Obvia para 0 objeto a uma distancia 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 injecdo intraperitoneal de uma mistura de 150mg/kg de ke-
tamina e 10mg/kg de xylazina e a veia da cauda foi canulada para a administracdo de corantes
fluorescentes. A craniotomia foi executada usando uma broca de alta velocidade (Dremel, EUA)

e a dura-mater foi removida para expor a vasculatura da pia-mater. Durante o experimento, o ca-
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mundongo foi mantido a 37°C com um aquecedor (Fine Science Tools Inc., Canadd) e o cérebro
exposto foi continuamente superfundido com liquor tamponado, cuja composicdo é a seguinte,
em mmol/L: NaCl 132; KCI 2,95; CaCl, 1,71; MgCl, 0,64; NaHCO; 24,6; dextrose 3,71 e uréia
6,7, pH 7,4 a 37°C. Para observar as interacdes entre o endotélio e os leucdcitos, os leucocitos
foram fluorescentemente marcados por administragdo intravenosa de rodamina 6G (0,5mg/kg de
peso corporal) e um microscépio (Olympus BX40), com objetiva 10X, foi utilizado para observar
0s eventos microcirculatorios nos vasos cerebrais. A fluorescéncia associada a rodamina 6G foi
visualizada com epi-iluminagdo a 510-560nm, usando um filtro de emissédo de 590nm. Uma ca-
mera de video (Optronics) projetava as imagens que foram gravadas em video-cassete (VHS,
Semp Toshiba, modelo x685) para uma posterior analise. O nimero de leucécitos em rolamento e
adesdo foi determinado através da analise posterior dos videos. Cada gravacao foi de trés minu-
tos, o primeiro e o ultimo minutos foram descartados e a contagem foi realizada no minuto res-
tante. O rolamento de leucdcitos foi definido como células movendo a uma velocidade menor que
o0 fluxo sanguineo. Leucdcitos foram considerados aderidos ao endotélio se permaneciam esta-
cionarios por um periodo de 1min. O rolamento e a adesdo leucocitaria foram expressos como
namero de células por minuto. A anélise foi realizada em trés vasos de cada animal e a méedia

simples da contagem dos trés vasos foi utilizada para os calculos estatisticos.

3.5. Medida dos niveis 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 necessario, estocados a -20°C. As amostras foram posteriormente pesa-
das (100 mg) e colocadas em 1 mL de solucdo inibidora de proteases adequada para extracdo 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 benzeténio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 KI de apro-
tinina], preparada a partir de uma solucdo de tampdo fosfato (NaCl 8g, KCI 0,29 e
Na;HPO,4.12H,0 2,89¢ diluidos 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 40°C. O

sobrenadante foi recolhido, aliquotado e estocado a —20°C até o uso (Dos Santos et al., 2005).
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3.5.2. Determinacéao de citocinas por ELISA

Os Kkits para ELISA para dosagem das citocinas TNF-a e IFN-y ¢ das quimiocinas muri-
nas Kc/CXCL1, MIG/CXCL9, MIP-10/CCL3, MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS5 foram obtidos
da R&D Systems (DuoSet) e utilizados de acordo com o0s procedimentos previamente descritos
pelo fabricante. As concentracgdes das citocinas TNF- o e IFN-y e das quimiocinas MCP-1/CCL2,
Kc/CXCL1, RANTES/CCL5, MIG/CXCL9 e MIP-1a/CCL3 foram avaliadas no sobrenadante de
homogenato de cérebro em dilui¢do 1:3 em PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (BSA).
Adicionalmente, a concentracdo sistémica de TNF-o foi avaliada no soro dos animais em um
protocolo semelhante (diluicdo 1:3 em PBS/BSA 0,1%).

Em placas de 96 pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville), foram adicionados 100uL/poco
do anticorpo de captura, sendo este especifico para cada molécula e em concentracdo adequada.
Esta solugéo permaneceu em contato com a placa durante 18h a 4°C e foi, posteriormente, lavada
cinco vezes com PBS/Tween 0,1%, utilizando um lavador de placas automatico (ELX50, Bio-Tet
Instruments, INC). Logo apds, foram adicionados 200ul/poco de solucdo de bloqueio (PBS/BSA
1%). O tempo de blogueio foi de duas horas sob agitacdo. Transcorrido este tempo, houve nova
lavagem das placas e 100uL de cada amostra foram adicionados a placa.

Paralelamente, para o estabelecimento de cada curva padrdo, foram utilizadas diferentes
diluicBes das quimiocinas, a partir das seguintes concentracdes iniciais: TNF-a, 2000pg/mL;
IFN-y, 2000pg/mL; Kc/CXCLI1, 1000pg/mL; MCP-1/CCL2, 500pg/mL; RANTES/CCLS5,
2000pg/mL; MIG/CXCL9, 1000pg/mL; MIP-1a/CCL3, 1000pg/mL. As placas foram incubadas
por mais 18h a 4°C. As placas foram lavadas e foram adicionados 100uL/poc¢o de solucdo de an-
ticorpo de deteccdo, biotinilado e especifico para cada molécula. As placas foram incubadas por
uma hora e foram lavadas em seguida. Transcorrida esta etapa, foram adicionadas a cada placa
uma solucdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase (HRP, Pharmingen). Apds 30 minutos,
a placa foi novamente lavada, a continuacdo foi adicionado o tampédo substrato contendo o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H,0, (Merck). Apos cerca de 30 minutos, a reacdo foi inter-
rompida com 50uL de &cido sulfarico (H,SO,) 1M. O produto da oxida¢do do OPD foi detectado
por colorimetria em leitor de placas a 492nm (Molecular Devices, USA). A concentracéo referen-

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

Apbs o sacrificio, o cérebro dos animais foi retirado e os leucocitos foram extraidos do te-
cido por homogenizacdo através de um macerador em meio RPMI. Esta suspensao de célula foi
fracionada usando um gradiente consistindo de 30% de percoll (Sigma, St. Louis, MO) diluido
em RPMI sobre uma camada de 75% de percol diluido em RPMI. Apds centrifugacdo (1100xg),
a mielina foi aspirada do topo da camada de percol 30%. Os leucécitos foram removidos entre as
camadas de 75% e 30% de percoll, novamente centrifugados em 600xg e ressuspendidos em 1mL
de solugéo contendo 0.5% de soroalbumina bovina, 2mM de azida e solugéo salina tamponada.
Os leucdcitos obtidos do sistema nervoso central foram marcados com uma combinagdo de anti-
corpos de isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) direcionados contra a molécula
de superficie 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, ap0s estarem completamente anes-
tesiados, foram perfundidos intracardialmente por uma solugdo de formalina 10%. Durante a ne-
cropsia, o tecido cerebral foi cuidadosamente dissecado e dividido em corte longitudinal, sepa-
rando em dois hemisférios que foram utilizados na histologia. A coloragéo de rotina Hematoxili-
na-Eosina (HE) foi realizada para uma observacao geral das alteracGes histopatoldgicas.

Durante a necropsia, o tecido nervoso foi coletado e fixado em solucdo de formalina 10%
tamponada, pH 7.2, com o objetivo de preservar a morfologia e a composicdo do material. As
amostras foram mantidas em formol durante 48 horas, periodo necessario para fixacao.

O tecido nervoso foi submetido a desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool
(70%, 80%, 90% e absoluto) sendo que os fragmentos permaneceram imersos por um periodo de
30 minutos em cada alcool. Apds a etapa de desidratacédo, foi realizado o processo de diafaniza-

¢do, que tem como objetivo tornar o tecido translicido. A diafanizacdo consistiu em submeter os
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fragmentos a dois banhos de xilol com duracdo de 20 minutos cada. Posteriormente, os tecidos
foram impregnados e incluidos em paraplast.

Os blocos contendo os fragmentos de tecido nervoso foram submetidos a microtomia,
sendo seccionados transversalmente, com 4um de espessura. Dois cortes seriados de cada amos-
tra foram utilizados para as distintas coloragdes. Os cortes foram colocados em banho-maria para
que as fitas fossem esticadas e coletadas por ldamina, que foram colocadas posteriormente na estu-
fa para secarem em temperatura de 60°C.

O processo de coloracdo se iniciou com a imersdo das laminas em xilol durante 20 minu-
tos para desparafinizacdo. Em seguida, estas ldaminas foram imersas em banhos de alcool absolu-
to, alcool 95%, alcool 80%, alcool 70%, e agua para hidratacdo. Apds a hidratacdo, as laminas
foram imersas no corante especifico, seguindo as exigéncias de cada técnica.

A coloragéo de rotina Hematoxilina-Eosina (HE) foi realizada para uma observacéo geral
das alteragdes histopatologicas. As ldaminas foram imersas em Hematoxilina (corante &cido) por
dois minutos, em seguida lavadas em agua corrente por trés minutos. Finalizada esta etapa, as
laminas foram imersas no corante Eosina (corante basico), por dez segundos, e em seguida lava-
das em agua corrente por trés minutos. Logo apos, as laminas foram desidratadas, sendo imersas
na bateria de alcool 70%, alcool 80%, alcool 95% e alcool absoluto (I, I1, 111) e xilol (I, 11, 11).
Posteriormente, as ldminas foram montadas com Entellan (Merck) e laminula, levadas a estufa a

60°C por alguns minutos para secagem.

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

cerebral

A N-acetil-B-D-glicosaminidase é uma enzima lisossémica produzida por macrofagos ati-
vados. Esta técnica € utilizada para quantificar a infiltracdo destas células nos sitios inflamatérios
(Bayley, 1988). A atividade de NAG baseia-se na hidrélise do substrato p-nitrofenil-N-acetil-f-
D-glicosamina pela enzima N-acetil-p-D-glicosaminidase, liberando p-nitrofenol.

Para a realizacdo do ensaio, fragmentos de tecido cerebral foram pesados e ressuspendi-
dos, na proporcdo de 1.9 mL de solucdo para cada 100mg de tecido, em solucdo salina 0,9%
(4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck). Logo em seguida, as amostras foram subme-

tidas a homogenizacdo por 30 segundos e, em seguida, centrifugada a 4°C por 10 minutos a
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10.000rpm (1.500x%g). Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o en-
saio.

A reacdo foi iniciada ap6s a adicdo de 100uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminidase (Sigma-Aldrich), diluida em tamp&o citrato/fosfato (pH 4.5) na concentracdo
final de 2,24 mM, a 100uL do sobrenadante recolhido. A reagéo se processou a 37°C por 10min,
em placas de 96 pogos (NUNC). O término da reacgdo foi dado pela adicdo de 100puL de tampéo
glicina 0.2M (pH 10,6) e posterior leitura da absorbancia das amostras a 405nm em espectrofo-
tdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices). O contetudo de macréfagos foi calculado a partir
de uma curva padréo da atividade de NAG. Os resultados foram expressos em densidade Optica
(OD) por g de tecido.

3.9. Anélise estatistica
Os dados foram apresentados com médiaxzSEM. Os testes t-student e ANOVA, com cor-

recdo Bonferroni, foram utilizados para comparagdes multiplas. A significancia estatistica foi
P<0,05.
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4, Resultados

4.1. Resultados utilizados na publicacéo doe 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 fémeas selvagens (WT) e deficientes para
0 gene do receptor de PAF (PAFR™) e avaliaram-se diariamente a massa e a manifestacéo clinica
destes animais. Os animais WT desenvolveram sinais clinicos como paresia e paralisia de mem-
bros posteriores, como pode ser demonstrado no Grafico 1. Todos os animais WT desenvo lveram
sinais clinicos. Em contraste, os animais PAFR™ tiveram sinais clinicos significativamente mais
brandos que os selvagens, comparando-se 0s escores clinicos (p=0.01). Além disso, 2 animais de
um total de 7 (cerca de 28%) nédo apresentaram qualquer sinal clinico e, como pode ser observado
no Gréafico 1, os animais recuperaram a maior parte dos movimentos apds 19 dias de inducao

(fase de remissao).
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Grafico 1 Desenvolvimento de sinais motores ap6s inducéo de EAE em animais WT e PAFR™. Animais WT EAE
(A) e PAFR” EAE (@) foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o
escore clinico segundo Weaver et al. (2005). Animais PAFR™ (n=7) apresentaram escore clinico significativamente
menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01).

A evolucdo da massa corporal dos animais seguiu uma cinética semelhante a do escore
clinico. Assim, os animais WT apresentaram perda significativa de massa a partir do décimo dia
de imunizacdo, ao passo que os animais deficientes para o receptor de PAF ndo apresentaram

qualquer perda de peso significativa, como mostrado no Gréafico 2.
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Gréfico 2 Perda de massa em animais apds indugdo de EAE. Animais controles sem EAE (A), WT EAE (A) e
PAFR” EAE (@) foram monitorados diariamente até 24 dias apés a indugdo de EAE. Animais WT EAE tiveram
perda significativa de massa (p<0.001), enquanto animais PAFR™ EAE no apresentaram perda de massa. Animais
PAFR" ndo induzidos com EAE tiveram comportamento similar aos animais WT controles e foram omitidos do
grafico para facilitar visualizacéo.

Assim, em resumo, a auséncia do receptor de PAF altera o curso clinico na encefalomieli-

te autoimune experimental.

4.1.2. Animais PAFR™ apresentam distintos infiltrados inflamatérios no sistema ner-

voso central ap6s inducéo de EAE

Apbs a constatacdo de menor gravidade clinica nos animais PAFR™, procurou-se investi-
gar as causas desse resultado. Foram coletadas medulas espinhais de animais WT e PAFR™ apés
14 dias de imunizacdo, ou seja, no momento de maior gravidade da EAE. As medulas foram fi-
xadas em formalina tamponada e realizou-se analise histopatolégica de rotina por HE.

Como esperado, animais WT apresentaram intenso infiltrado inflamatério perivascular
quando comparados a animais controles ndo 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 padréo

celular distinto. Enquanto os animais WT apresentaram células mononucleares (Figura 4), 0s

43



camundongos PAFR™ apresentaram células polimorfonucleares (Figura 5), principalmente neu-
trofilos e eosinofilos.
Assim, animais PAFR”" também apresentam infiltrado inflamatério apés 14 dias de EAE,

porém o infiltrado é composto predominantemente por células polimorfonucleares.
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Figura 2 Aspecto histoldgico panoramico das medulas de animais WT induzidos com EAE. Ob-
serva-se intenso infiltrado de células proximo & meninge (seta) apds 14 dias da indugdo de EAE.
Aumento: 40X.

Figura 3 Aspecto histolégico panoramico das medulas de animais PAFR” induzidos com EAE.
Observa-se intenso infiltrado de células proximo a meninge (seta) apos 14 dias da inducdo de
EAE, em quantidade similar aos animais WT. Aumento: 40X.

Figura 4 Medula espinhal corada com H&E de animais WT com EAE. Apos 14 dias de inducéo,
os animais WT apresentam infiltrados inflamatorios marcantes, principalmente de células mono-
nucleares, tanto no parénquima quanto em regides perivasculares. 400X.

Figura 5 Medula espinhal corada com H&E de animais PAFR” com EAE. Ap6s 14 dias de in-
ducdo, os animais PAFR”" apresentam infiltrados inflamatérios em quantidade semelhante aos
WT. No entanto, as celulas infiltrantes sdo predominantemente polimorfonucleares, como neutré-
filos e eosindfilos 400X.
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4.1.3. N4o ha aumento de macréfagos em animais PAFR™ na fase aguda da EAE

No intuito de se quantificar os macrofagos presentes no tecido nervoso, foi realizado o en-
saio de N-acetil-pB-D-glicosaminidase (NAG) no tronco encefalico 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 Optica em relacdo aos animais controles (n=4; 2.60+ 0.07), como pode ser verificado no
Grafico 3. A densidade 6ptica 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 macrofagica e, por conseguinte, 0 menor nimero de infiltrados mononucleares no sistema ner-
voso central. N&o houve diferenca entre os animais PAFR™ controles (2.15+ 0.17) e os PAFR™
induzidos com EAE.
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Gréfico 3 Atividade da enzima NAG no tronco encefalico de camundongos WT e PAFR™ na fase aguda da EAE. Os
resultados foram expressos em densidade 6ptica (OD) da reacdo enzimatica por grama de tecido cerebral. Os resulta-
dos foram submetidos a analise ANOVA com pos-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 adesio de células em animais PAFR™ sdo similares aos animais
WT

Utilizou-se a técnica de microscopia intravital no intuito de se verificar se as alteragdes
clinicas e patoldgicas poderiam ser explicadas pela alteragdo no nimero de células rolando e ade-
rindo no endotélio vascular. Apés 14 dias, os animais WT apresentaram um aumento significati-
vo de celulas rolando (células/min, médiatEM; 22.42+3.31) e aderindo (células/100um;
7.33+£0.83) ao endotélio quando comparadas aos animais controles (Grafico 4 — Rolamento:
0.83+0.29; Adesdo: 0.89+0.32). O aumento nestes parametros esta associado com o aumento de
infiltrado de células no sistema nervoso central, uma vez que rolamento e adesao séo dois passos
essenciais para o recrutamento de células para o tecido. No entanto, estes parametros foram idén-
ticos nos animais PAFR™ com EAE (Rolamento:15.54+2.49; Adesdo:7.44+0.71) em comparagéo
aos animais WT com EAE, como pode ser verificado no Grafico 4.

Portanto, os parametros de rolamento e adesdo ndo sdo influenciados pela auséncia do re-

ceptor de PAF e ndo explicam a alteracdo do padréo de infiltrado celular.
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Gréfico 4 Visualizagdo de intera¢@es leucdcito-endotélio no pico da EAE. Microscopia intravital foi utilizada para
avaliar rolamento e adeséo de leucdcitos na microvasculatura cerebral. O protocolo incluia camundongos de grupo
controle (WT=4, PAFR"'=4), WT EAE (n=4) e PAFR” EAE (n=9) no dia 14 p6s-imunizacao. Os dados estdo indi-
cados como médiatEM de células por minuto (para rolamento) e células por um (para adeséo).
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4.1.5. Citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias ndo estdo aumentadas nos animais
PAFR" induzidos com EAE

Para investigar que outros fatores poderiam estar envolvidos nas alteragdes nos animais
deficientes de receptor de PAF, foram realizadas analises de citocinas e quimiocinas que estao
elevadas durante a EAE. As moléculas foram quantificadas por ELISA utilizando-se tecido cere-
bral dos animais. Como esperado, animais WT apresentaram elevados niveis de IL-17 (mé-
diatEM; 175.60+12.64), CCL2 (128.40+7.11) e CCL5 (882.40£39.61) em comparagao 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 Gréfico 5. No entanto, as mesmas citocinas e quimiocinas nos camundongos PAFR™
com EAE estdo em niveis significativamente menores (IL-17: 146.50+5.08; CCL2: 49.99+1.65;
CCLS5: 590.70+17.66) do que nos animais WT EAE. Animais PAFR” sem EAE apresentam ni-
veis semelhantes destas citocinas e quimiocinas (IL-17: 157.00+ 16.40; CCL2: 54.85+ 3.79; C-
CL5: 632.9+46.72) em comparacao aos controles WT.

Desse modo, verifica-se que ha diminuicdo de moléculas pré-inflamatorias nos animais
PAFR™ com EAE.
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Gréfico 5 Producgdo de IL17, CCL2 e CCL5 no sistema nervoso central de camundongos com EAE. As concentra-
¢Oes de proteina foram medidas em extratos de cérebro por ELISA apds 14 dias de indugéo 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 estéo expressos como médiatEM. Diferencas 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 estdo reduzidas no cérebro de ani-
mais PAFR™ induzidos com EAE

Foi realizado o isolamento e marcacdo de células para se definir que tipo celular estaria
infiltrando o sistema nervoso central. Animais WT induzidos com EAE apresentaram niveis ele-
vados de células CD4" (percentagem de CD4"; média+EM: 10.13+ 4.64) e um aumento na mar-
cacéo de células produtoras de IL-17 (5.95+1.24) ap6s 14 dias de inducdo. Em animais PAFR™,
houve uma reducgdo de CD4" (1.27+0.70) e IL-17 (0.94+ 0.37) quando comparados aos animais

WT, como pode ser verificado no Gréfico 6.
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Gréfico 6 Graficos dot plot e formagdo dos “%ates” na analise de citometria de fluxo. Os resultados sdo 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 ap6s
14 dias de inducdo de EAE. Os “gates” (elipses) formados em A e B correspondem & populacéo linfocitaria.
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4.2. Resultados utilizados no artigo aceito para publicagio intitulado “Behavioral investi-

gation of mice with experimental autoimmune encephalomyelitis”

4.2.1. Nao ha alteracdo no consumo de sacarose 2% apdés inducao de EAE

Animais WT saudaveis naturalmente preferem o consumo de sacarose 2% quando ha esta
solugdo e agua potéavel disponiveis. EAE foi induzida em animais WT e 0 consumo de sacarose
2% foi registrado neste grupo e em animais controles, sem EAE. N&o foi encontrada diferenga
significativa (p= 0.39) de consumo diario de sacarose 2% entre 0s dois grupos (em mL, controles:
1.93+ 0.12; EAE: 1.84+ 0.11), como pode ser visto no gréfico 7.
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Grafico 7 Efeito da EAE no consumo de sacarose 2%. Animais controles (4A) e induzidos com EAE (@) foram
monitorados medindo-se o consumo de sacarose 2% ao longo de 21 dias de indugdo da EAE. N&o houve diferencas
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 ap6s indugéo de EAE

Além da avaliacdo clinica, foram realizados também testes comportamentais, para avaliar

possiveis efeitos da EAE no comportamento dos animais. Apos 9 dias de inducdo, 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” ndo induzidos apresentaram
maior exploracdo dos bracos abertos (em segundos; 51.60+£14.20) quando comparados aos ani-
mais WT néo induzidos (18.70+5.00). N&o houve diferenca entre os animais WT néo-induzidos e
WT EAE (10.30+3.10). No entanto, a diferenga encontrada entre os animais ndo induzidos WT e
PAFR™ parece desaparecer apés 9 dias de inducéo de EAE, uma vez que animais WT EAE e
PAFR” EAE (8.00+2.90) ndo apresentaram diferencas significativas de exploragdo dos bracos
abertos (Grafico 8).
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Grafico 8 Tempo nos bracos abertos do labirinto elevado em cruz de animais WT e PAFR™. Animais controles ndo
foram induzidos com EAE e animais EAE foram avaliados apés 9 dias de indugdo. Animais PAFR” controles (n=8)
exploraram mais 0s bracgos abertos que os animais WT controles (n=10). Diferencas significativas foram expressas
como *p<0.05; ***p<0.001.

4.2.3. Ansiedade de animais PAFR”machos sem doenca é semelhante a animais WT

Apbs encontrar diferenca entre animais WT e PAFR™ fémeas nos niveis basais de ansie-
dade, objetivou-se verificar se esta diferenca é dependente do sexo dos animais. Assim, foi reali-
zado o teste do labirinto elevado em cruz em machos WT e PAFR™" sem doenca. Ndo foram en-
contradas diferencas significativas entre os dois grupos (p=0.30), o que sugere um efeito género-
especifico das diferencas de ansiedade entre os animais WT e PAFR™, como pode ser verificado

no Gréfico 9.
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Grafico 9 Labirinto elevado em cruz de animais WT e PAFR™ machos. N&o se induziu EAE nos animais. N&o foram
encontradas diferencas significativas entre animais WT e PAFR™" (n=6 para ambos 0s grupos).

4.2.4. Né&o ha alteracdo na ansiedade em animais WT induzidos com EAE na fase

cronica
Além de avaliar os animais antes do inicio dos sinais clinicos, eles foram avaliados cerca

de dois meses apos a indugdo da EAE. Como pode ser visto no Grafico 10, a gravidade clinica

permanece a mesma apos varios dias de remissao.
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Graéfico 10 Evolucdo clinica da EAE apo6s 60 dias de imunizacdo (fase cronica). Animais WT foram induzidos com
EAE e a progressdo da doenca foi monitorada utilizando o sistema 3 de escores, descrito por Weaver et al. (2005).
Nao houve alteracéo significativa do escore clinico ap6s o dia 25 de inducao.

Ao final deste periodo, os animais foram submetidos ao teste do labirinto elevado em
cruz. No entanto, como pode ser verificado no Gréafico 11, ndo houve alteracéo significativa na

exploracdo do braco aberto pelos animais WT quando comparados aos animais controles.
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Gréfico 11 Tempo nos bracos abertos do labirinto elevado em cruz na fase crbénica da EAE. Animais controles ndo
induzidos com EAE e animais EAE foram avaliados ap6s 60 dias de inducdo da EAE. N&o houve diferenca significa-
tiva entre animais controles e EAE (n=8; p=0.30).

4.2.5. N&o ha alteracdo na memoria na fase cronica da EAE
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Além do teste de ansiedade, os animais WT, apds 60 dias de EAE, foram submetidos a
analise pelo teste de reconhecimento de objetos, que constitui um pardmetro de memoria. N&o
foram encontradas diferencas significativas na exploracdo do novo objeto por animais induzidos
com EAE tanto apdés 1h30min (em segundos; médiatEM; 53.80+4.30) quanto apds 24h
(45.90+3.30) de exposicao ao 1° objeto (p=0.17), como pode ser verificado no Gréfico 12.
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Grafico 12 Tempo de exploragdo do novo objeto de animais controles e EAE apds 60 dias de inducdo. Os animais
580 expostos ao objeto inicial e, apds 1h30min (A) e 24h (B), eles sdo expostos a um novo objeto, juntamente com o
objeto antigo. Ndo houve diferenca entre os animais ndo induzidos (controles, n=8) e induzidos (n=8) com EAE
(p=0.17).
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5. Discussao

5.1. Discussdo de resultados publicados no artigo cientifico 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 auséncia do receptor de PAF atenua a EAE em associa-
¢do com o aumento de neutrofilos e eosindfilos e diminuicdo do infiltrado de células mononucle-
ares no sistema nervoso central. A mudanca do infiltrado celular esta associada com os niveis de
citocinas e quimiocinas no sistema nervoso central e é independente de rolamento e adeséo de
leucocitos na microvasculatura cerebral.

A inducéo de EAE resulta em paresia e paralisia nos animais WT seguido de resolucéo da
doenca por recuperacdo parcial dos sinais clinicos. A menor gravidade da doenga nos animais
sem o receptor de PAF confirmou estudos anteriores de Kihara e colaboradores (2005), que rela-
taram menor incidéncia e gravidade de sintomas motores em camundongos PAFR™. E importante
comentar, como demonstrado por Jones e colaboradores (2008) que o escore clinico constitui um
dos métodos mais eficazes na avaliacdo dos sinais motores da EAE. Este grupo demonstrou que
testes mais complexos como o “Rota Rod” ¢ o “Grip Strength”, que dependem de valores regis-
trados pelo aparelho e ndo da avaliacdo do examinador, sdo tdo informativos quanto os escores
clinicos, mas sdo muito mais laboriosos.

Os sinais clinicos na EAE se desenvolvem devido a perda de mielina e de axdnios 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 ax6nios e mielina (Zeine e
Owens, 1992). De fato, ja se demonstrou gque, neste modelo de EAE induzido por MOGg3s.s5, ha
um infiltrado celular marcante nas meninges e no parénquima da medula espinhal (Kuerten et al.,
2007). Camundongos PAFR” induzidos com EAE apresentaram menor quantidade de células
mononucleares na medula espinhal e no tronco encefalico quando comparados com 0s animais
WT, sugerindo gue a auséncia do receptor de PAF esta alterando o recrutamento destas células no
sistema nervoso central. Por outro lado, a presenca de neutréfilos e eosinéfilos no sistema nervo-

so central de animais PAFR™ revela uma tendéncia a um recrutamento de leucécitos polimorfo-
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nucleares nestes camundongos. Wu e colaboradores (2010) encontraram numeros elevados de
neutrofilos no sistema nervoso central durante o inicio e o pico da EAE, sugerindo que neutrofi-
los contribuiriam para o agravamento da doenca. Além disso, Kang e colaboradores (2010) en-
contraram que células T CD4" recrutadas por astrocitos sdo essenciais para o inicio da EAE. As-
sim, é possivel especular que os neutréfilos no sistema nervoso central em camundongos PAFR™
possam precisar de sinais provenientes de células mononucleares (por exemplo, T CD4") para
promover o dano tecidual. N&o se pode ignorar o fato de que o0 aumento de expressdo de [-N-
acetilglucosaminidase pode ser consequéncia de alteraces na ativacdo de microglia, uma vez que
esta celula também expressa a enzima supracitada (Beccari et al., 1997).

Uma possivel explicagdo para o menor infiltrado de células mononucleares poderia ser o
menor nivel de adeséo e rolamento destas células na microvasculatura do sistema nervoso central.
Para avaliar os passos de rolamento e adesdo no recrutamento de leucdécitos, foi realizada a mi-
croscopia intravital na microvasculatura cerebral na fase aguda da EAE em animais WT. Animais
WT induzidos com EAE apresentaram niveis aumentados de leucocitos em rolamento e adeséo,
uma confirmacéo de resultados ja obtidos por nosso grupo de pesquisa (dos Santos et al., 2005;
Rodrigues et al., 2010). Surpreendentemente, camundongos PAFR” apresentaram niveis simila-
res de adesdo e rolamento leucocitarios quando comparados a animais WT. Rolamento e adesédo
sdo passos do recrutamento que dependem da expressdo de uma série de moléculas de adesdo e
sdo influenciadas pela presenca de quimiocinas no tecido (Schenkel et al., 2004). Por sua vez, a
migracdo e a sobrevivéncia de células que migraram para o parénquima tecidual dependem de
outras classes de moléculas. Assim, é possivel que o receptor de PAF ndo seja relevante para a
expressdo de selectinas e integrinas, responsaveis pelo rolamento e adesdo, apos a inducdo de
EAE. Os altos niveis de neutréfilos e eosinéfilos no sistema nervoso central de animais PAFR™
poderiam indicar que as células rolando e aderindo ao endotélio nestes animais sejam neutrofilos
e eosinofilos, enquanto a maioria das células rolando e aderindo nos animais WT sédo de linhagem
mononuclear. Infelizmente, a rodamina marca todos os tipos de leucdcitos (Villringer et al.,
1991), assim, ndo é possivel afirmar se os leucdcitos rolando e aderindo sdo mononucleares ou
polimorfonucleares. E de relevancia notar que a rodamina ndo altera as funces leucocitarias (Lo-
renzl et al., 1993; Dirnagl et al., 1994).

Células encefalitogénicas 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 niveis de quimiocinas e citocinas no tecido nervoso
na fase mais grave da doenca (Fife et al., 2001; Juedes et al., 2000; Ambrosini et al., 2003). Con-
firmou-se a presenca de elevados niveis de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas nos camun-
dongos WT induzidos com EAE. No entanto, os camundongos PAFR™ apresentaram niveis com-
paraveis aos animais controles em todas as quimiocinas e citocinas medidas, sugerindo que as
células encefalitogénicas nestes camundongos ndo estavam sintetizando estas moléculas. A falta
do receptor de PAF pode estar prejudicando a liberacdo de IL-17 pelos astrdcitos, que sdo uma
das células responsaveis pela producdo desta citocina no inicio da EAE (Kang et al., 2010). Além
disso, baixos niveis de quimiocinas e citocinas podem ser uma conseqiiéncia da falta de células
mononucleares do sistema nervoso central. De fato, células CD4" também produzem IL-17 (In-
fante-Duarte et al., 2000) e estdo reduzidas tanto em nimero quanto proporcionalmente nos ani-
mais PAFR” induzidos com EAE. Além disso o, é possivel que a via de sinalizacdo pelo PAF
possa favorecer a diferenciacdo para o perfil Th17 (Edwards e Constantinescu, 2009), embora a
ligagdo entre ambos ainda ndo esteja clara.

A partir dai, surgem algumas hipdteses de trabalho que estdo sendo investigadas no mo-
mento e que constituem perspectivas futuras de estudo. Aparentemente, a ativacao e proliferacao
das células encefalitogénicas em animais PAFR™ ndo est4 afetada, como verificado por Kihara e
colaboradores (2005). Assim, o foco dos proximos experimentos serd tentar definir quais os tipos
celulares que estejam presentes no sistema nervoso central de animais WT e ausentes em animais
PAFR™, e se ha alteracdes no processo de migragdo destas células. E provavel que os linfécitos B
ndo estejam envolvidos, pois ja se demonstrou que, neste modelo de EAE, eles ndo respondem ao
peptideo MOG3s.55 (Lyons, et al., 1999) apesar de provocarem lesdo quando séo ativados ex vivo
com MOGssss (Sun et al., 2001). Uma das hipoteses é de que os linfocitos CD4" possam nédo
estar migrando para o tecido pela auséncia de sinais pré-inflamatérios no sistema nervoso central
de camundongos PAFR™. Para isso, serd necessario verificar se ha alteragdo na migracdo desse
tipo de célula a partir de moléculas quimiotaticas. Outra hipoOtese seria uma possivel alteracéo
presente no sistema nervoso central dos animais PAFR™ que pudesse estar dificultando a ativa-
cao e/ou migracdo de células encefalitogénicas para o tecido. Neste caso, seria necessario gerar
quimeras, destruindo as células da medula 6ssea dos camundongos e gerando animais WT rece-

bendo células da medula éssea de animais PAFR™ e animais PAFR”" recebendo células de ani-
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mais WT. No entanto, ha limitagdes para esse experimento, especialmente relacionadas ao eleva-

do nimero de animais necessarios para a realizacdo do mesmo.
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5.2. Discusséo dos resultados mostrados no artigo aceito para publicagio intitulado: “Be-

havioral investigation of mice with experimental autoimmune encephalomyelitis”

Né&o foi encontrada nenhuma alteracdo comportamental evidente nos animais WT induzi-
dos com EAE, tanto antes da fase aguda, como apo6s a remisséo dos sinais clinicos. No entanto,
surpreendentemente, foi encontrada uma diferenca no nivel de ansiedade entre os animais WT e
os animais PAFR™", sugerindo que este receptor apresente um papel importante no mecanismo de
indugdo de ansiedade.

Apesar de tradicionalmente relacionada a alteragcbes motoras, nos Ultimos anos alguns tra-
balhos relataram alteragbes comportamentais na EAE. Pollak e colaboradores (2002) cunharam a
expressdo Sindrome Comportamental Associada a EAE para se referir ao conjunto de alteracdes
comportamentais que ocorrem durante o desenvolvimento da doenca. Entre as alteragdes compor-
tamentais ja descritas, incluem-se menor interacdo social e alteracdes no consumo de sacarose
pelos animais (Pollak et al., 2000). Além dessas alteracGes, relatou-se uma correlacéo entre 0s
sinais da sindrome comportamental e aumento de algumas citocinas, como IL1p e TNFa (Pollak
et al., 2003).

Entretanto, ndo foi encontrada esta sindrome comportamental no presente trabalho, uma
vez que ndo se verificou alteracdo no consumo de sacarose pelos animais com EAE. E possivel
que as condicdes nas quais a sacarose 2% estava disponivel ndo sejam as mais adequadas, pois ao
beber a solucdo o animal poderia derramar um pouco do conteudo na gaiola, provocando erros na
medida. Além disso, 0s recipientes onde estavam contidas as solucdes de sacarose podem apre-
sentar diferencas na quantidade de liquido que sai quando o animal vai beber a solucdo. Uma das
maneiras de se contornar estes problemas é utilizando as chamadas gaiolas metabdlicas, nas quais
é possivel se registrar perdas de solucdo que ocorram durante 0 momento em que o animal esta
bebendo. Experimentos futuros utilizando estas gaiolas estdo planejados.

Mesmo nao encontrando alteracdes que correspondessem a sindrome comportamental da
EAE, foram realizados experimentos avaliando outros pardmetros comportamentais. AlteracGes
no sistema imune que possam interferir no comportamento foram descritas em modelos experi-
mentais, principalmente em infec¢des virais e bacterianas, nas quais o fenétipo comportamental é

denominado ‘“‘sickness behaviour” (comportamento de doente — traducdo literal da expresséo;
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Kent et al., 1992). Lacosta e colaboradores (1999) encontraram efeitos ansiogénicos (aumento de
ansiedade) em camundongos com administracdo sistémica de LPS, mostrando que pode haver
aumento de ansiedade em respostas inflamatdrias. Nesse contexto, foi surpreendente que nao se
encontrou nenhuma alteracdo nos niveis de ansiedade tanto antes do inicio dos sinais clinicos,
como apos a fase cronica da EAE. A avaliagdo dos animais durante o estagio mais grave da do-
enca é dificultada pela completa paralisia de membros posteriores nos camundongos. Mesmo
antes do aparecimento da debilidade motora, ha alteracdes significativas no nimero de células T
(marcadas com anti-CD3) e fagocitos (microglia/macréfago) no sistema nervoso central (Jones et
al., 2008). Apos alguns meses da inducgdo da EAE, a quantidade de células T e fagécitos diminui,
mas ainda permanece significativamente maior que nos animais controles (Jones et al., 2008).
Células T sdo capazes de produzir citocinas e quimiocinas que, acredita-se, influenciem a ativi-
dade de neurdnios (Adler et al., 2007). Assim, a hipdtese era de que tanto antes como ap0s o de-
senvolvimento dos sinais clinicos, estas células pudessem estar sintetizando citocinas que, por
sua vez, estariam agindo sobre estruturas no sistema nervoso central. Uma possivel explicagdo
para a auséncia de efeitos no comportamento seria a possibilidade de o sistema nervoso central
controlar o perfil de citocinas das celulas T durante a EAE, algo ja descrito por Krakowski e O-
wens (1997). Assim, na fase aguda da doenca, na presenca de elevado numero de células T, o
sistema nervoso central ndo seria capaz de conter os efeitos provocados pelos mediadores secre-
tados por estas células. Apos esse estagio critico, a diminuicdo da resposta permitiria que o sis-
tema entrasse em equilibrio, controlando-se os possiveis efeitos que mediadores inflamatérios
pudessem ter sobre estruturas do sistema nervoso central.

Outro parametro avaliado foi memoria episddica de curta e longa duracdo dos animais na
fase cronica da EAE. O modelo de avaliagdo de memoria por reconhecimento de objetos foi pa-
dronizado para roedores pela primeira vez por Ennaceur e Delacour (1988). Posteriormente, Mes-
sier (1997) validou a utilizacdo do modelo em camundongos, consolidando o teste de reconheci-
mento de objetos para avaliacdo de memoria em camundongos. Lesdes corticais e hipocampais
sdo encontradas no cérebro de pacientes com esclerose multipla (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 hipotese de perda de memdria apds a fase aguda da EAE, o que permitiria utiliza-la como
um modelo para se medir sequielas de pacientes apds periodos de surto da esclerose multipla. A

auséncia de qualquer diferenca entre a memaria de animais EAE comparados aos controles suge-
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re que as lesdes hipocampais neste modelo sejam minimas. Este resultado contrasta com dados
obtidos por Ziehn e colaboradores (2010), que encontraram diminui¢do de volume da camada
CALl, perda de interneurdnios inibitorios e aumento da morte de neurdnios e glia no hipocampo.
E possivel que tais lesdes ocorram apenas durante a fase mais grave da EAE e, apds a remissao, a
area se recupere por completo. Assim, conclui-se que ndo ha perda de memoria apos a remissao
da EAE.

Em resumo, este estudo ndo conseguiu detectar alteragbes comportamentais significativas
no modelo de EAE. Portanto, as possiveis lesdes ou alteracdes ocorridas no sistema nervoso cen-
tral ndo s&o suficientes para alterar o comportamento do animal.

Kihara e Ishii (2000) fizeram a descricdo detalhada do fen6tipo dos animais PAFR™, no
entanto, ndo foi encontrada nenhuma alteracéo significativa na anatomia do cérebro, na transmis-
sdo sinaptica excitatoria ou na potenciacdo de longa duracdo. Portanto, € pouco provavel que a
diferenca encontrada nos niveis de ansiedade tenha relagdo direta com alguma alteracdo ontogé-
nica do sistema nervoso central. No entanto, foi encontrada neste trabalho uma alteracéo signifi-
cativa na resposta imunoldgica destes animais a inducdo de EAE. Esta alteracdo ndo se restringe
ao modelo de EAE, pois foi relatada em diversas outras condi¢bes, como na infeccdo pelo Den-
gue (Souza et al., 2009), pela Leishmania amazonensis (Santiago et al., 2006) e num modelo de
isquemia intestinal (Souza et al., 2003). Varios trabalhos tém mostrado que o sistema imune e-
xerce influéncia no sistema nervoso central, participando de desordens neuropsiquiatricas tanto
em humanos (Raison et al., 2010; Soderlund, et al., 2009) como em animais (Godbout et al.,
2008). Recentemente, Chen e colaboradores (2010) demonstraram que uma mutacdo no gene
Hoxb8 em células de origem hematopoiética provocava comportamento similar a transtorno ob-
sessivo compulsivo. Este grupo descobriu que a mutacdo do gene Hoxb8 na micréglia era a res-
ponsavel direta pelo comportamento patologico, demonstrando pela primeira vez a influéncia
direta do sistema imune numa desordem neuropsiquiatrica.

Assim, € possivel que as alteracdes nos parametros imunoldgicos encontrados em animais
PAFR™ estejam influenciando o sistema nervoso central destes animais, mesmo na auséncia de

estimulos pré-inflamatorios.
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6. Conclusoes

O receptor de PAF é importante para o estabelecimento das lesdes no sistema nervoso
central no modelo de EAE e, consequentemente, é relevante para o surgimento dos sinais clini-
cos. Ainda ndo esta definido qual o mecanismo pelo qual este receptor atua, mas ele provavel-
mente ndo age em vias moleculares que interfiram nas etapas de adesao e rolamento de leucdcitos
no endotélio vascular. O seu papel parece estar relacionado a migracéo de células mononucleares,
especialmente células CD4", e & producdo de fatores por estas células no sistema nervoso central.

N&o ocorrem altera¢cdes nos niveis de ansiedade e na meméria de animais induzidos com

EAE antes do estabelecimento dos sinais clinicos ou ap6s a remisséo da doenca.
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9. Anexos

9.1.Anexo | — gréficos de avaliacdo clinica.
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Gréfico 13 Desenvolvimento de sinais motores apés inducéo de EAE em animais WT e PAFR™. Animais WT EAE
(A) e PAFR” EAE (@) foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o
escore clinico mais simples padronizado para EAE. Animais PAFR” (n=7) apresentaram escore clinico significati-
vamente menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01).
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Grafico 14 Desenvolvimento de sinais motores ap6s indugéo de EAE em animais WT e PAFR™". Animais WT EAE
(A) e PAFR" EAE (@) foram induzidos com EAE e a debilidade motora foi monitorada diariamente utilizando o

escore clinico segundo Guan e colaboradores (2006). Animais PAFR”" (n=7) apresentaram escore clinico significati-
vamente menor que os animais WT (n=6) ao longo de 19 dias de EAE (p=0.01).
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1. Introduction

Multiple sclerosis is considered a classical T-cell-mediated
autoimmune disease of the central nervous system (CNS),
though its underlying causes remain obscure (McFarland and
Martin, 2007). Most of the current knowledge on the mecha-
nisms of CNS inflammation has been gathered from experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (EAE) which is
considered an animal model of multiple sclerosis (Gold et al,
2006). Indeed, several researchers regard EAE as an important
tool to explore mechanisms of autoimmunity and inflammation
in CNS, ultimately contributing to provide insights for
therapeutic strategies (Steinman and Zamvil, 2005; Ransohoff,
2006).

Many mediators are involved in CNS inflammation, such as
chemokines, cytokines, Toll-like receptors. Among these, only
a few works have investigated the role of platelet activating
factor (PAF) in EAE. PAF is a potent and versatile mediator of
inflammation that is produced by numerous cell types,
especially by leukocytes (Stafforini et al, 2003; Ishii and
Shimizu, 2000). PAF acts on a single receptor (PAFR) that may
be expressed on the cellular membrane or the outer leaflet of
the nucleus of various cell types, mainly leukocytes, platelets
and endothelial cells (Ishii and Shimizu, 2000; Marrache et al.,
2002).

Howat et al. (1989) were the first to propose a role for PAF in
EAE. Blockade of PAT receptor with CV6209 led to decline in
EAE severity (El Behi et al., 2007). In addition, enzymes
involved in the production of PAF are upregulated in the CNS
after EAE induction (Kihara et al., 2008). On the other hand,
PCA4248 and WEB2170 antagonists of PAF were not able to
suppress the clinical signs of EAE (Vela, 1991). Even though
previous studies in EAE are not in complete agreement, PAF
seems to act as a proinflammatory molecule. More recently, it
was proposed that PAF plays a dual role in the course of EAE. In
the induction phase, PAF would be involved in processes of
blood-brain barrier breakdown and induction of the synthesis
of inflammatory mediators. In the chronic phase, PAF would
be contributing to prevent remission due to loss of phagocytic
activity of microglia with the release of cytotoxic mediators
such as tumor necrosis factor (TNF)-a (Kihara et al., 2005).

Thus, in this work, we aimed to investigate the role of PAF in
the course of EAE using animals lacking the PAF receptor. We
performed intravital microscopy, analysis of cytokines and
chemokines in CNS and investigated cellular markers in brain
tissue.

2. Results
2.1 Absence of PAF receptor attenuates EAE

WT animals developed EAE with onset of clinical signs after
11 days of immunization and a peak of motor impairment after
14 days of immunization. All WT mice developed signs of
weakness and paralysis of both tail and hind limbs and there
was a significant weight loss. In contrast, PAFR" animals
developed a milder disease, with significant lower clinical
score (p<0.01) and delayed onset when compared to WT mice

(Fig. 1A). PAFR~~animals also had a lower weight loss (p <0.001)
when compared to WT mice (Fig. 1B) and 2 out of 7 mice did not
develop any clinical signs.

2.2. EAE-induced PAFR =~ animals present distinct
cellular infiltrates in CNS

We performed hematoxylin and eosin histopathology to
evaluate changes in CNS tissue after EAE induction. EAE was
induced in WT and PAFR™ mice and animals were sacrificed
after 14 days of EAE induction (peak of clinical signs). Spinal
cord from mice was removed and fixed in 10% buffered
formalin. The histopathological aspect of spinal cord of WT
and PAFR™ animals is shown in Fig. 2. In WT animals (n=4) an
inflammatory infiltrate composed predominantly of mono-
nuclear cells (Fig. 2A and C) was observed. In PAFR™~ animals
(n=4), there was a reduced area of inflammation (Fig. 2D)
which presented mainly eosinophils and neutrophils (Fig. 2E
and F). The infiltrated area was predominantly submeningeal
and distributed along vessels that penetrate the spinal cord
tissue. There was associated edema and vascular congestion
of meninges in both WT and PAFR™~ mice.

Clinical score
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Fig. 1 - Clinical score (A) and weight (B) of groups WT (n=7)
and PAFR”" (n=7) EAE-induced mice with MOGss_ss.

(A) PAFR™~ mice (@) present decreased clinical score when
compared to WT mice (A). (B) Weight of WT mice decreases
significantly when compared to controls (A) and to PAFR™~
mice. PAFR™" mice not induced with EAE were omitted in
(B) for better visualization. Data are presented as mean of EAE
score and error bars represent + SEM.
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Fig. 2 - Histopathological aspects of spinal cord of WT (A, Cand E) and PAFR ™~ (B, D and F). Mice were sacrificed atday 14 p.i. Panoramic
view of longitudinal sections of spinal cord showing submeningeal increase of cellularity indicating inflammatory cell infiltration
(arrows)in WT (A) and PAFR™" (B) animals. In Cand D notice the perivascular infiltration of cells (arrows), edema and associated tissue
damage. In E and F the aspect of mononuclear and polimorphonuclear inflammatory cells, mostly eosinophils (arrows).

We also removed brainstem tissue from the same animals to
measure N-acetyl-3-p-glucosaminidase (NAG) activity, anindex
of macrophage sequestration. EAE-induced WT animals present
increased NAG activity (OD=3.27+0.26) when compared to
controls (2.58+0.07; p<0.05) and EAE-induced PAFR”~ animals
(OD=2.26+0.13; p<0.001) (Fig. 3). There was no difference
between EAE-induced PAFR™~ and control PAFR™~ mice.

2.3.  Milder disease in PAFR™" is independent of rolling and
adhesion of leukocytes in CNS microvasculature

To investigate whether PAFR”~ mice presented altered rolling
and adhesion of leukocytes in CNS microvasculature, we
performed intravital microscopy in the cerebral microvascula-

ture on day 14 post immunization. EAE-induced WT mice
presented elevated levels (p<0.001) of rolling (Fig. 4A; cells/min,
mean = SE; 22.42 +3.31) and adhering (Fig. 4B; cells/100um; 7.33+
0.83) cells when compared to control mice (rolling: 0.83+0.29;
adhering: 0.89+0.32). PAFR”~ mice also presented high levels
(p<0.001) of rolling (15.54+2.49) and adhering (7.44+0.71)
leukocytes, similar to their WT counterparts but higher than

PAFR™~ controls (rolling: 0.67+0.14; adhering: 0.73+0.12) (Fig. 4).

2.4. Inflammatory cytokines are not elevated in
EAE-induced PAFR™" mice

We measured cytokines and chemokines known to be involved
in EAE. Cytokine IL-17 (pg/100 mg of tissue; mean+ SE; 175.60 +
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Fig. 3 - NAG activity in brain stem tissue from controls and
EAE-induced mice. PAFR™~ EAE-induced mice (n=7)
presented significantly lower NAG levels when compared to
WT EAE-induced mice (n=5). Results are expressed as meanz
SEM, where "p<0.05 and ***p<0.001.

12.64) and chemokines CCL2 (128.40+7.11) and CCL5 (882.40+
39.61) were elevated in EAE-induced WT mice after 14 days of
immunization when compared to controls (IL-17: 117.40+ 9.50;
CCL2: 43.45£4.37; CCLS: 479.40+36.02; p<0.05) (Fig. 5) and
PAFR™ miceafter 14 days of EAE induction (IL-17: 146.50+5.08;
CCL2: 49.99+1.65; CCL5: 590.70 +17.66; p<0.05). Also, there was
no difference between EAE-induced PAFR ™/~ mice and PAFR™~
controls (IL-17: 157.00+16.40; CCL2: 54.85+3.79; CCL5: 63290+
46.72).

2.5. CD4* and IL-17-secreting cells are reduced in the brain
of EAE-induced PAFR™~ mice

We performed leukocytes isolation and staining to define which
cells were infiltrating the CNS (Fig. 6). EAE-induced WT mice
presented elevated levels of CD4" stained cells (percentage of
CD4'staining; median<range>: 1.71<0.41-10.99>) when com-
pared to PAFR™" (0.20<0.12-0.28>) mice after 14 days of
induction (p<0.01). There was also a higher staining of cells
synthesizing IL-17 (3.94<2.74-12.33>) in WT mice when com-
pared to PAFR™~ animals (2.75 <2.21-3.29>; p<0.05).

3. Discussion

In this work, we showed that the absence of PAF receptor
attenuates EAE. This better clinical outcome was associated
with lower levels of cytokines and reduced mononuclear cell
infiltration in the CNS. Interestingly, there was a change in the
profile of the inflammatory infiltrate composed mainly of
neutrophils and eosinophils, while no alteration in pivotal
steps (rolling and adhesion) of cell recruitment was noticed.
Also, of great importance, T-helper (Th)17 response seems to
be impaired in EAE-induced PAFR™" mice.

Induction of EAE results in hind limbs paresis and paralysis
in WT mice following resolution of disease by recovery of
clinical signs. Milder disease in animals lacking the PAF
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Fig. 4 - Visualization of leukocyte—endothelium interaction in
the peak of EAE. Intravital microscopy was used to assess the
rolling and adhesion of leukocytes in brain microvasculature.
The protocol included control group (controls, WT=4,
PAFR™~=4), WT EAE (n=4) and PAFR”~ EAE (n=9) mice on day
14 postimmunization. Data indicate a mean+SEM of cells per
minutes (A) or cell/100 pm (B). Statistically significant
differences were indicated by **"p<0.001.

receptor confirmed previous studies investigating PAF in EAE.
Kihara et al. (2005) reported diminished disease incidence in
PAFR™" mice and a better recovery of clinical signs. Clinical
signs in EAE are elicited due to loss of myelin and axons in CNS
tissue (Wujek, et al., 2002). Mononuclear cells infiltrating the
CNS are thought to be the effectors of myelin and axon damage
(Zeine and Owens, 1992). EAE-induced PAFR™~ mice presented
fewer mononuclear cells in spinal cords and reduced macro-
phage sequestration in brainstem when compared to WT
animals, suggesting that absence of PAF receptor is impairing
recruitment of these cells to CNS.

One possibility that could explain lower mononuclear cell
infiltration could be diminished rolling and adhesion of these
cells in CNS microvasculature. To evaluate rolling and
adhesion steps of leukocyte recruitment, we performed
intravital microscopy in cerebral microvasculature at the
peak of EAE in WT animals. EAE-induced WT animals present
increased levels of rolling and adhered leukocytes, as already
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Fig. 5 - Kinetics of chemokine protein production in the CNS of
EAE mice. Protein concentrations were measured in brain
extracts by ELISA on day 14 after immunization with MOGas_ss.
Assay was performed in EAE mice (WT=6; PAFR~=7) and
control group (WT=4, PAFR”~=5) for IL-17 (A), CCL2 (B) and
CCL5 (C). Results were expressed as the mean + SEM.
Statistically significant differences were indicated by "p<0.05
and "“p<0.001.

assessed by previous work from our group (dos Santos et al,,
2005; Rodrigues et al., 2010; Teixeira et al.,, 2010). Surprisingly,
PAFR™~ mice presented similar levels of leukocyte rolling and

adhesion when compared to WT mice. Rolling and adhesion
are steps of recruitment which depend on the expression of
selectins and adhesion molecules and are influenced by the
presence of chemokines in tissue (Schenkel et al, 2004).
Nonetheless, migration and survival of migrating cells in
tissue parenchyma depend on many other molecules. Thus,
it is possible that the PAF receptor may not be relevant for the
expression of molecules responsible for rolling and adhesion.
In this line, our results also suggest that although rolling and
adhesion of leukocytes are crucial steps of cell recruitment,
they are not sufficient to promote cell infiltration through the
blood-brain barrier. Conversely, the high levels of neutrophils
and eosinophils in CNS from PAFR™~ mice could indicate that
rolling and adhering leukocytes in these animals are neutro-
phils and eosinophils, whereas the majority of rolling and
adhering cells in WT mice are from mononuclear lineage.
Unfortunately, rhodamine stains all kinds of leukocytes,
therefore it is not possible to state whether rolling and
adhering leukocytes are mononuclear or polymorphonuclear
cells.

The presence of neutrophils and eosinophils in CNS tissue
from PAFR”~ mice reveals a bias towards recruitment of
polymorphonuclear leukocytes in these mice. Interestingly,
Wu et al. (2010) found a high number of neutrophils during
onset and peak of EAE, suggesting that neutrophils contribute to
the aggravation of disease. Furthermore, Kang et al. (2010) found
that CD4" T cells recruited by astrocytes are essential for EAE
onset. Therefore, we hypothesize that neutrophils in CNS from
PAFR™~ mice may need signals provided by mononuclear cells
(CD4'T cells) to promote tissue damage. Further studies are
needed to define which signals may be influencing neutrophil-
mediated tissue damage.

Infiltrating cells synthesize molecules to recruit and
activate more cells to invade CNS tissue (Reboldi et al., 2009).
It has been established that EAE-induced mice present
elevated cytokines and chemokines levels in CNS tissue at
the peak of EAE (Fife et al., 2001; Juedes et al., 2000; Ambrosini
et al, 2003). We confirmed the presence of high levels of
proinflammatory cytokines and chemokines in EAE-induced
WT mice. However, PAFR™ ™ mice presented levels compared
to control mice in all cytokines and chemokines measured,
suggesting that infiltrating cells in these mice were not
synthesizing these molecules. Lack of PAF receptor may be
impairing IL-17 release by astrocytes, which were shown to be
the source of this cytokine in the onset of EAE clinical signs
(Kang et al., 2010). In addition, lack of mononuclear cells in
CNS tissue, which was shown by the diminished number of
CD4" lymphocytes, may result in lower cytokine and chemo-
kine synthesis. Kihara et al. (2005) found a decreased
phagocytic activity in PAFR”"macrophages. Our data suggest
that the reduced amount of IL-17 and diminished number of
CD4" cells may account for the reduced phagocytic activity of
macrophages lacking PAFR.

Th17 response has been shown to be relevant in EAE
(Langrish et al., 2005). To our knowledge, we showed, for the
first time, that this response may be impaired in EAE-
induced PAFR™~ mice. The need for Th17 responses to induce
EAE is still a matter of debate. While some studies consider it
to be essential (Kroenke and Segal, 2007), others claim that it
is not necessary (Kroenke, et al,, 2010). We show here an
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association of diminished EAE severity and impaired Th17
response.

4, Conclusions

In conclusion, we have shown that PAF receptor is important
in the induction and development of EAE. Absence of this
receptor leads to milder mononuclear cell infiltration, de-
crease of CD4" Thl7 lymphocytes and lower levels of
inflammatory cytokines and chemokines in CNS tissue, but
no influence on leukocyte rolling and adhesion.

5. Experimental procedures
5.1. Mice

Female C57BL/6 mice were obtained from Animal Care
Facilities of Federal University of Minas Gerais (UFMG, Brazil),
aged between 9 and 10 weeks. Female PAFR™~ mice with the
same age of C57BL/6 were a kind gift from professor Takao
Shimizu (University of Tokyo) and were bred and maintained
under SPF conditions at Instituto de Ciéncias Biologicas. The
Animal Ethics Committee of UFMG approved all experimental
procedures used (protocol number: 129/2006).

5.2. EAE induction and clinical assessment

EAE was induced using an emulsion containing myelin oligo-
dendrocyte 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 Laboratories (Sparks, MD, USA). Each animal received
100 pL of the emulsion in the base of tail containing 100 pg of
MOGssss. Each animal received two iLp. doses of 300 ng of
pertussis toxin in the day of the immunization and 48 h later.

Animals were monitored daily and clinical score was
evaluated using a standard scoring system. Briefly, the score is
characterized 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.

5.3. Histopathology

Spinal cords were quickly removed after intravital microscopy
and preserved in 10% buffered formalin. The sections (4 pm)
were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and analyzed
for CNS inflammation in an Olympus BX51 microscope.

5.4. Measurement of N-acetyl- 3-p-glucosaminidase activity

The extent of macrophage sequestration was quantified
indirectly by the measuring of N-acetyl-g-p-glucosaminidase

(NAG) activity in brain supernatants, as an index of monocyte
influx (Lacerda-Queiroz et al, 2010). In brief, the brains of
control and immunized animals (on day 14 post immuniza-
tion) were removed, weighed and the tissue was homogenized
in extraction solution (100 mg of tissue per mL), containing
0.4M Nacl, 0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM phenyl methyl
sulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM
EDTA and 20 KIU aprotinin, using Ultra-Turrax. Brain homog-
enate was centrifuged at 3000xg for 10 min at 4°C and the
resultant pellet was resuspended in saline/Triton 0.1%. The
NAG reaction was run at 37 °C for 10min in a 96-well
microplate following the addition of 100 uL p-nitrophenyl-N-
acetyl-p-p-glucosaminide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), dis-
solved in citrate/phosphate buffer (0.1 M citric acid, 0.1M
Na;HPO4, pH 4.5) at a final concentration of 2.24mM. The
reaction was terminated by the addition of 100 pL 0.2M glycine
buffer (pH 10.6). NAG activity was assayed by measuring the
change in absorbance (optical density [OD]) at 405nm in a
spectrophotometer (Emax, Molecular Devices) and interpolat-
ed on a standard curve constructed with p-nitrophenol (0-
500 nmol/ml) (Sigma-Aldrich). Results were expressed as
change in O.D. per gram of tissue.

5.5. Intravital microscopy in mouse brain

Intravital microscopy of the mouse cerebromicrovasculature
was performed at day 14 post immunization as previously
described (Vilela et al., 2008). Briefly, mice were anesthetized
by intraperitoneal injection of a mixture of 150 mg/kg keta-
mine and 10 mg/kg Xylazine and the tail vein was cannulated
for administration of fluorescent dyes. A craniotomy was
performed using a high-speed drill (Dremel, USA) and the dura
mater was removed to expose the underlying pial vasculature.
Throughout the experiment, the mouse was maintained at
37 °C with a heating pad (Fine Science Tools Inc., Canada) and
the exposed brain was kept moist with an artificial cerebro-
spinal fluid buffer, an ionic composition in mmol/L: NaCl 132,
KCL 2.95, CaCLp 1.71, MgCL, 0.64, NaHCO; 24.6, dextrose 3.71
and urea 6.7, pH 7.4, at 37 °C. To observe leukocyte/endothe-
lium interactions, leukocytes were fluorescently labeled by
intravenous administration of rhodamine 6G (0.5 mg/kg body
weight) and observed using a microscope (Olympus B201, =20
objective lens, corresponding a 100 um of area) outfitted with a
fluorescent light source (epi-illumination at 510-560 nm,
using a 590 nm emission filter). A silicon-intensified camera
(Optronics Engineering DEI-470) mounted on the microscope
projected the image onto a monitor (Olympus). Rolling
leukocytes were defined as white cells moving at a velocity
less than that of erythrocytes cells. Leukocytes were consid-
ered adherent to the venular endothelium if they remained
stationary for 30 s or longer.

5.6. Quantification of MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS and IL-17
in CNS

Brain tissue extracts were obtained from control and exper-
imental mice that were sacrificed at 14 days after immuniza-
tion. Brains were removed after intravital microscopy, and left
and right hemispheres were stored on ice. Thereafter, frozen
hemispheres were homogenized in extraction solution
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Fig. 6 - Flow cytometry analysis. Cells were obtained from brain tissue of animals (WT EAE=8; PAFR”~ EAE=4) after 14 days of EAE
induction. Gates for lymphocytes, CD4" and IL-17 producing cells are shown (A). CD4" cells were increased in WT EAE mice when
compared to PAFR™~ EAE (B). Cells synthesizing IL-17 were also increased in WT EAE mice when compared to PAFR™~ EAE (C).
Results were expressed as the mean +SEM. Statistically significant differences were indicated by "p <0.05 and "p<0.01.

(100 mg of tissue per 1mkL), containing 0.4 M NacCl, 0.05%
Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM Phenyl methyl sulphonyl fluoride,
0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA and 20KIU
aprotinin, using Ultra-Turrax. Brain homogenate was spun at
12,500xg for 10 min at 4 °C and supernatants were collected
and stored at -70°C. The concentration of MCP-1/CCL2
(Monocyte Chemotactic Protein 1/Chemokine C-C motif
Ligand 2), RANTES/CCLS (Regulated upon Activation, Normal
T-cell Expressed, and Secreted/Chemokine C-C motif Ligand 5)
and IL-17 was determined using ELISA.

5.7.  CNS-infiltrating leukocyte isolation and staining
After sacrifice, brain was removed from mice and leucocytes
were then isolated from the brain by homogenization
through a nitex screen into RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) media. This cell suspension was fractionated using
a step gradient consisting of 30% percoll (Sigma, St. Louis,
MO) diluted in RPMI layered over 75% percoll diluted in RPML
After centrifugation (8000xg), myelin was aspirated off the

top of the 30% percol layer. Leucocytes were removed from
the interface between the 75% and 30% layers of percoll.
Afterwards, leucocytes were centrifuged (600xg) and resus-
pended in 1 mL of a solution containing 0.5% Bovine Serum
Albumin (BSA), 2 mM azide and phosphate-buffered saline
(pH 7.4). Leukocytes obtained from CNS tissue were stained
with a combination of fluoresceine isothiocyanate (FITC) and
phycoerythrin (PE) labeled antibodies directed against sur-
face molecule CD4 and intracellular molecule IL-17, respec-
tively. Data were acquired using a FACScan (Becton
Dickinson, San José, CA, USA) and raw data of FACS analysis
were processed using the Cell Quest software (Becton
Dickinson, San José, CA, USA). Collected flow cytometry
data were analyzed using Flow]o software (Tree Star, Ash-
land, Oregon, USA) (Fig. 6).

5.8. Statistical analysis

Data are shown as mean+SEM. ANOVA parametric test with
Bonferroni correction was used for multiple comparisons. For
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non-parametric data, we performed Mann-Whitney test. Sta-
tistical significance was set at p<0.05.
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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 MOG3s.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 MOG3s.55 are

probably subtle or absent.

Key words: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis behavior,

memory, anxiety.

Investigacdo comportamental de camundongos com encefalomielite autoimune

experimental

Resumo- Esclerose multipla € uma doenca neuroinflamatéria que resulta em séria in-
capacidade neurologica. Aléem do comprometimento fisico, sintomas comportamentais
também sdo comuns em pacientes com esclerose multipla. A encefalomielite autoimune
experimental (EAE) é considerada um modelo de esclerose multipla e mimetiza as prin-
cipais caracteristicas da doenca, como a desmielinizacdo e a fraqueza motora. Neste
trabalho, nGs objetivamos estudar parametros comportamentais em animais com EAE
usando o modelo de MOGg3s.55 em camundongos C57BL/6. NOs analisamos memoaria e
ansiedade em animais utilizando o labirinto em cruz elevado, o teste da esquiva inibito-
ria e o teste de memdria de reconhecimento. Nenhuma diferenca em quaisquer dos tes-
tes foi encontrada quando comparando animais controles e animais induzidos com EA-
E. Assim, concluimos que alteracdes comportamentais em animais com EAE induzidos

com MOG3s.55 Sao provavelmente sutis ou ausentes.
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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 patients’. Many cognitive domains are impaired in MS, including at-
tention, visuospatial abilities, memory, information processing speed and executive func-
tion®>.

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 collaborators*
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 controls>.

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 MOGg3s.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 100uL of the emulsion in the base of
tail containing 100ug of MOG3s_s5. 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 system®. 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 area’. This is a widely used test for an-
xiety behavior of rodents”®. The EPM test was conducted as previously described™.
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 previously*'. Briefly the
apparatus was a 50x25x25cm acrylic box, whose floor consisted of parallel stainless-
steel bars (Imm diam.) spaced 1cm apart. A 7cm widex2.5cm 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 elsewhere®. This task is based on
the spontaneous preference of rodents for novelty and their ability to remember pre-
viously encountered objects****. The task assesses the ability of mice to discriminate
between a novel and a familiar object™. 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; meanzSE;
53.80+4.30) or 24h (45.90+£3.30) after the exposure to the first object (p=0.17), as it can
be seenin 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
EAE'. 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 mice®*®,

As a result of brain dysfunction, it could be expected that animals with EAE might
present behavioral disturbances. Indeed, Pollak and collaborators® 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-
tors'®, studying an EAE model similar to the current work, found no evidence of brain
lesions in C57BL/6 mice. Furthermore, Brown and Sawchenko® using C57BL/6 mice
and the MOGg3s.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 collaborators® 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 collaborators? 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 collaborators? 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-
tors®® 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.

23,24 and

Hippocampal lesions were reported in the brain of multiple sclerosis patients
also in animals with EAE*"#. However, the presence of lesions in hippocampus is still a
matter of debate since Brown and Sawchenko®® 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 collaborators*’ who
found decreased volume of CA1l, 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 MOGg3s.s5 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.
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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.
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