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RESUMO

O modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) é o mais 

utilizado no estudo da neurite óptica. Este trabalho tem como objetivo avaliar a 

cinética da neurite óptica em modelo animal de EAE induzido por duas 

diferentes concentrações de Glicoproteína dos Oligodendrócitos da Mielina

(MOG). Para a indução da EAE foram utilizadas fêmeas de camundongos da 

linhagem C57BL/6, divididas em dois grupos, um grupo induzido com 100 g 

de MOG35-55 e um segundo grupo induzido com 300 g de MOG35-55. Os 

animais foram diariamente avaliados por meio da análise do escore clínico 

entre os dias zero e 58 pós-imunização. Nos dias 7, 10, 14, 21 ou 58 pós-

imunização, os animais foram submetidos a eutanásia, e os nervos ópticos,

dissecados em seu trajeto desde a parte posterior do globo ocular até o 

quiasma óptico. Posteriormente, foram avaliados os aspectos morfológico e 

imuno-histoquímico dos nervos ópticos. As alterações histopatológicas 

observadas em um ou em ambos os nervos ópticos consistiram de infiltrado 

celular inflamatório, tendo a neurite óptica gravidade diferente nos dois grupos 

estudados. A quimiocina CCL5 foi avaliada no dia 10 pós-imunização, primeiro 

dia em que foi detectado o infiltrado inflamatório. Os resultados sugerem que

duas diferentes concentrações de MOG35-55 utilizadas na indução do modelo

animal de EAE induzem duas diferentes formas de evolução da neurite óptica.

Palavras-chave: Encefalomielite Autoimune Experimental. Esclerose Múltipla. 

Glicoproteína dos Oligodendrócitos da Mielina. Neurite Óptica. 



ABSTRACT

The model of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) is the 

most used model in the study of optic neuritis. This study aims to evaluate the 

kinetics of optic neuritis in the EAE animal model induced by two different

concentrations of Oligodendrocytes Myelin Glycoprotein (MOG). For induction

of EAE were used female mice of the C57BL/6 lineage, divided into two groups, 

one group induced with 100 µg of MOG35-55 and a second group induced with

300 µg of MOG35-55. The animals were evaluated daily by analysis of clinical 

score between zero and 58 days after immunization. On days 7, 10, 14, 21 or 

58 post-immunization, the animals were euthanized. The optic nerves were

dissected from the back of the eyeball to the optic chiasm; subsequently the

morphological and immunohistochemical aspects of the optic nerves were 

evaluated. The histopathological changes observed in one or in both optic 

nerves consisted of inflammatory cell infiltrate. Optic neuritis had different levels 

of severity in the two groups. The chemokine CCL5 was evaluated on day 10

post-immunization, the first day when the inflammatory infiltrate was detected.

The results suggest that two different concentrations of MOG35-55 used in the 

induction of EAE animal model induce two different forms of optic neuritis

evolution. 

Keywords: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis. Multiple Sclerosis. 

Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein. Optic Neuritis.
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1 INTRODUÇÃO

A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença neuroinflamatória crônica 

desmielinizante, caracterizada por ativação da resposta imune, com danos aos 

componentes do sistema nervoso central (SNC). Essa doença afeta adultos jovens, 

sendo, na maioria dos casos, grave e incapacitante.

Os padrões clínicos da EM são variáveis. Apesar de a EM afetar, 

potencialmente, qualquer parte do sistema nervoso central, aproximadamente de 

15% a 20% dos pacientes com EM apresentam a neurite óptica como primeira 

manifestação da doença. A neurite óptica ocorre, em algum momento da EM, em 

50% dos pacientes com doença estabelecida.

Um grande obstáculo nas pesquisas das desordens neuroinflamatórias do 

SNC é a sua inacessibilidade. O modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental 

(EAE) é o mais utilizado no estudo da neurite óptica na EM, permitindo um melhor 

entendimento da fisiopatologia dessa doença, sendo também relevante na avaliação 

da eficácia e dos mecanismos de ação de novas drogas para o seu tratamento.

A EAE pode seguir um curso remitente-recorrente ou crônico, com 

características que poderiam se aproximar da forma remitente-recorrente e das 

formas progressivas da EM, porém, os modelos experimentais utilizam animais de 

linhagens genéticas distintas ou diferentes antígenos e concentrações para a 

indução, o que dificulta a comparação e compreensão dos mecanismos moleculares 

responsáveis pela diferença entre essas duas formas de evolução clínica da doença.

Esta tese tem como objetivo avaliar a cinética da neurite óptica em modelo 

animal de EAE induzido por duas diferentes concentrações de glicoproteína dos 

oligodendrócitos da mielina (MOG).
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2 REVISÃO BIBILIOGRÁFICA

2.1 Esclerose Múltipla

A EM é uma doença neuroinflamatória crônica desmielinizante, caracterizada 

por ativação da resposta imune com danos aos componentes do SNC (TRAPP et al., 

1998; COMPSTON, COLES, 2008). 

A EM afeta, aproximadamente, 2,5 milhões de indivíduos no mundo, com 

incidência de cerca de sete novos casos por ano para cada 100.000 indivíduos. 

Ocorre em adultos jovens, geralmente com início entre 20 e 40 anos de idade, 

acometendo duas vezes mais as mulheres do que os homens e, mais 

frequentemente, a raça caucasiana (WALLIN, PAGE, KURTKEE, 2004). Algumas 

pessoas com EM não vivenciam completa incapacidade durante sua vida, 

entretanto, cerca de 60% dos indivíduos com EM tornam-se incapacitados 

aproximadamente 20 anos após o início da doença, o que influencia diretamente na 

qualidade de vida do paciente e ocasiona um elevado custo financeiro para a 

sociedade. Segundo a Organização Mundial de Saúde (2008) a estimativa mundial 

média da prevalência da EM é de 30 para cada 100.000 habitantes. A prevalência 

da EM é de 80 pessoas a cada 100.000 habitantes na Europa, 14,9 para o 

Mediterrâneo Oriental, 8,3 nas Américas, 5 no Pacífico Ocidental, 2,8 para o 

Sudeste da Ásia e 0,3 para a África (Figura 1).

A EM é uma desordem com extensiva variabilidade de apresentação clínica, 

sendo caracterizada por episódios que envolvem lesão de medula, nervo óptico, 

tronco encefálico e cerebelo (LUBLIN, 2007).

Os padrões clínicos da EM são variáveis, existindo, basicamente, quatro 

formas clínicas distintas: (1) EM Remitente Recorrente, na qual ocorrem surtos 

seguidos de recuperação completa ou de sequelas após a recuperação - os 

períodos entre os surtos são caracterizados por ausência de progressão da doença; 

(2) EM Secundária Progressiva, que inicia como Esclerose Múltipla Remitente 

Recorrente e evolui para uma doença progressiva, com ou sem surtos, pequenas

remissões e platôs; (3) EM Primária Progressiva, que apresenta progressão da
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Figura 1 Distribuição mundial da prevalência de EM segundo a Organização Mundial de Saúde 

(WHO, 2008).

doença desde o início, com platôs ocasionais e pequenas melhoras temporárias, 

apresentando os pacientes uma piora contínua e gradual da sua condição sem 

surtos; (4) EM Progressiva Recorrente, em que ocorre progressão da doença desde 

o início, com surtos agudos, com ou sem recuperação completa e com progressão 

contínua entre os surtos. Na maioria dos casos, a EM é diagnosticada com o padrão 

clínico Remitene Recorrente (LUBLIN, 2007). Em pacientes não tratados, o curso 

clínico mais comum da EM envolve a forma Secundária Progressiva. A EM Primária 

Progressiva evolui de forma mais grave e agressiva (WEINSHENKER,1989). A 

figura 2 esquematiza as quatro formas clínicas da EM.

Na EM há interrupção da condução nervosa na substância branca do 

encéfalo, do tronco encefálico, do nervo óptico e da medula espinhal. A 

desmielinização é um processo patológico no qual as fibras nervosas, normalmente

mielinizadas, perdem sua camada protetora de mielina. O processo pelo qual se 

formam as lesões na EM é complexo e inclui múltiplos fatores da resposta 

imunológica, entre eles citocinas, quimiocinas e imunoglobulinas. Presume-se que
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Figura 2 Padrões clínicos da EM (Adaptado: LUBLIN, 2007).

indivíduos geneticamente susceptíveis, ao serem expostos a fatores ambientais, tais

como infecção viral ou bacteriana no SNC, apresentam aumento da permeabilidade 

da barreira hemato-encefálica, permitindo a penetração de células do sistema imune 

sistêmico, principalmente os linfócitos T CD4+ (YONG, 2002; NAIR, FREDERICK, 

MILLER, 2008). Os auto-antígenos da mielina, sobretudo a Proteína Básica da 

Mielina (PBM) e a Glicoproteína dos Oligodendrócitos da Mielina (MOG) são apre-

sentados por macrófagos a linfócitos T CD4+, desencadeando uma cascata que 

libera mediadores inflamatórios e culmina com a lesão da bainha de mielina e do

tecido nervoso adjacente (SANTOS et al., 2005). 

As diferentes formas clínicas da EM podem ser explicadas pelos graus de 

inflamação, desmielinização, remielinização e neurodegeneração (PETERSON, 

ROBERT, FUJINAMI, 2007). O processo de reparação da lesão, chamado de 

remielinização, é inadequado. Além da desmielinizacão progressiva, há um processo 

neurodegenerativo, envolvendo os neurônios (DENG, SRIRAM, 2005). Observa-se 

um infiltrado peri-vascular de linfócitos T CD8+ (SHI et al.,2007), com formação de 

placas ao redor dos ventrículos laterais e do corpo caloso, no córtex e na substância 

branca subcortical, no nervo óptico, no tronco encefálico e na medula espinhal 

(COMPSTON, COLES, 2008).
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A EM apresenta diversas manifestações clínicas como diminuição das 

funções motora, sensitiva, cerebelar, cognitiva, urogenital, mental e visual. Entre as 

manifestações clínicas iniciais, as mais frequentes são sintomas motores, sensitivos, 

neurite óptica e síndromes de tronco cerebral e cerebelo (NESSLER, BRÜCK, 

2010). 

Um grande obstáculo nas pesquisas das desordens neuroinflamatórias do 

sistema nervoso central é a sua inacessibilidade. Portanto, as investigações são 

limitadas aos estágios finais das doenças e às alterações sistêmicas que ocorrem 

durante a progressão da enfermidade, sendo que nenhuma das duas situações pode 

refletir o processo patológico no sistema nervoso central. Isso dificulta o 

desenvolvimento de terapias efetivas contra a EM. Na tentativa de superar essas 

limitações, desenvolveu-se o modelo de EAE. A EAE é o modelo animal mais 

amplamente utilizado para o estudo da EM, sendo que várias razões contribuem 

para seu uso como modelo de autoimunidade antígeno-induzida, tais como o 

predomínio de inflamação com o envolvimento de células mononucleares e a 

desmielinização, características que se assemelham às da EM (SOSPEDRA, 

MARTIN, 2005; ERCOLINI e MILLER, 2006; YIN et al., 2010).
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2.2 Neurite Óptica 

A neurite óptica caracteriza-se por ser um processo inflamatório agudo

desmielinizante do nervo óptico, sendo uma das principais complicações 

encontradas em pacientes com EM, etiologia mais frequentemente associada à 

neurite óptica. Outras etiologias raras de neurite óptica são Neurite Óptica Isolada, 

Doença de Devic e Doença de Schilder (KANSKI, 2007).

A neurite óptica associada à EM é uma doença inflamatória órgão-específica 

de difícil controle, que evolui com sequelas, mesmo com os tratamentos 

convencionais e, consequentemente, tem um prognóstico ruim. Nessa doença, a 

lesão da via óptica envolve mais frequentemente os nervos ópticos, causando 

neurite óptica. A desmielinização pode ocasionalmente envolver o quiasma e 

raramente o trato óptico e as radiações ópticas (MOWRY, BALCER, GALETTA 

2007; KANSKI, 2007). 

Aproximadamente de 15% a 20% dos pacientes com EM apresentam a 

neurite óptica como primeira manifestação clínica da doença. A neurite óptica 

ocorre, em algum momento da EM, em 50% dos pacientes com doença 

estabelecida. O risco total num período de 10 anos de desenvolver EM seguida de 

um episódio agudo de neurite óptica é de 38% (BECK et  al., 2003; KANSKI, 2007).

O risco de pacientes com neurite óptica apresentarem EM subsequente é 

aumentado com o início do inverno, com a positividade de expressão do HLA-DR2 e 

com o fenômeno de Uhtoff, no qual há a piora dos sintomas devido à elevação da 

temperatura corporal, tal como ocorre durante o exercício físico e o banho quente 

(KANSKI, 2007). 

Na EM as lesões histopatológicas envolvem as porções mais internas do 

nervo óptico. São observadas degeneração axonal e morte das células gliais desse

nervo, além de morte de células ganglionares da retina, resultando em deficiência 

visual (GUYTON, et al., 2005).

Na fase aguda da neurite óptica, observam-se linfócitos e células plasmáticas,

principalmente ao redor de vasos sanguíneos. Na fase de cicatrização ocorre gliose 

nas áreas de desmielinização (YANOFF, SASSANI, 2009).
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O quadro clínico da neurite óptica inicia-se com diminuição sub-aguda da 

visão monocular. Alguns pacientes sentem fenômenos visuais positivos, chamados 

de fosfenos, caracterizados por pequenos clarões ou centelhas brancas ou 

coloridas. Desconforto ocular ou ao redor dos olhos é comum e, não raro, 

exacerbado pelos movimentos oculares. O desconforto pode preceder ou 

acompanhar a perda visual e, frequentemente, dura poucos dias. Cefaleia frontal e 

sensibilidade ocular estão presentes em alguns pacientes. Os sinais incluem 

diminuição da acuidade visual monocular, defeito pupilar aferente relativo (pupila de 

Marcus Gunn), discromatopsia, diminuição da apreciação do brilho da luz e 

comprometimento da sensibilidade ao contraste, disco óptico normal (já que na 

maioria dos casos tem-se neurite retro-bulbar, sendo raro encontrar papilite), defeito 

no campo visual e diminuição da camada de fibras nervosas da retina (células 

ganglionares) no exame de tomografia de coerência óptica. A acuidade visual piora 

por vários dias (não mais que duas semanas) e, então, inicia-se a recuperação 

visual, que dura entre duas e quatro semanas. A recuperação inicial da acuidade 

visual é razoavelmente rápida e, então, estabiliza-se, mas essa recuperação 

continua, progressivamente, num período de 6 a 12 meses (KANSKI, 2007; 

OSBONE, VOLPE, 2009).

A neurite óptica pode ser tratada utilizando-se succinato sódico de 

metilprednisolona intra-venosa ou de interferon beta-1a intramuscular (KANSKI, 

2007). Apesar de essas medicações poderem acelerar a recuperação da neurite 

óptica, não há tratamento, até o presente momento, que impeça o dano axonal 

(ABOU ZEID, BHATTI, 2008; SHAMS, PLANT, 2009).

Os agentes terapêuticos utilizados na neurite óptica não promovem a cura da 

doença, tampouco a recuperação total dos pacientes. Aproximadamente 85% dos 

pacientes, submetidos a tratamento ou não, recuperam a acuidade visual de 20/40 

ou melhor (Escala de Snellen). Frequentemente permanecem anormais a visão de 

cores, a apreciação do brilho da luz e a sensibilidade ao contraste. Um defeito 

pupilar aferente leve pode persistir, e pode ocorrer a atrofia óptica, principalmente 

nos quadros recorrentes. Cerca de 10% dos pacientes desenvolvem neurite óptica 

crônica, caracterizada por perda visual progressiva ou gradativa não associada a 

períodos de recuperação (KANSKI, 2007).
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O modelo de EAE é o mais utilizado no estudo da neurite óptica, auxiliando no 

estudo da fisiopatologia dessa doença, sendo também relevante na avaliação da 

eficácia e dos mecanismos de ação de novas drogas para o seu tratamento. 

Diferentes estudos têm demonstrado que a linhagem genética do animal e o

antigénio utilizado na indução estão relacionados a diferentes formas de

desenvolvimento patológico de EAE e da neurite óptica (SHAO et al., 2004; 

KUERTEN et al., 2007; BERARD et al., 2010). A linhagem de camundongos 

C57BL/6 tem sido bastante útil na indução de neurite óptica em EAE, especialmente 

quando se utiliza a MOG em sua indução (SHAO et al., 2004; GUO et al., 2009;

TIAN et al., 2010; GUO et al., 2011; QUINN et al., 2011; CHAUDHARY et al., 2011;

MATSUDA et al, 2012). O peptídeo MOG tem sido utilizado em estudos que apoiam 

a possibilidade dele ser o antígeno-alvo primário no desenvolvimento da EM, mesmo 

sendo este muito menos abundante na bainha de mielina do que a PBM 

(ADELMANN et al., 1995; SOSPEDRA e MARTIN, 2005). Respostas imunológicas à

PBM ou à proteína proteolipídica mielina-específica (PLP) induzem lesões 

localizadas predominantemente na medula espinhal, enquanto a imunização com

MOG gera, principalmente, lesão no nervo óptico e na medula espinhal (BERGER et 

al., 1997). 

Até agora, são poucas as pesquisas que analisam a lesão do nervo óptico 

usando modelos animais de EM, já que a maioria dos estudos concentra-se na 

avaliação da lesão do cérebro e da medula espinhal, e não no nervo óptico 

(KEZUKA et al., 2011). No entanto, alguns trabalhos demonstraram o 

desenvolvimento de neurite óptica em modelo de EAE. Na década de 1990, quando 

a EAE estava sendo desenvolvida, um estudo mostrou que a imunização de 

camundongos SJL/J com PLP resultou no aparecimento de neurite óptica no dia 17 

pós-imunização, único ponto avaliado nesse estudo (POTTER, BIGAZZI, 1992), 

demonstrando a natureza aguda do envolvimento do nervo óptico em EAE, 

semelhante ao que ocorre na EM, que pode ter a neurite óptica como uma das 

primeiras manifestações clínicas. O exame histopatológico do nervo óptico mostrou 

aumento da celularidade acompanhada por área focal de inflamação submeníngea 

com infiltrado de neutrófilos, monócitos e linfócitos, assemelhando-se aos achados 

da neurite óptica associada à EM em humanos. Todos os camundongos que 

desenvolveram neurite óptica (4 camundongos de 5 animais submetidos à indução 
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de EAE apresentaram sorologia com anticorpos anti-PLP circulantes (POTTER, 

BIGAZZI, 1992). 

Da mesma forma, ao se utilizar a MOG para imunizar camundongos Brown 

Norway, também se encontrou neurite óptica dentro de 3 semanas em 90% dos 

animais, além de encefalomielite (STORCH et al., 1998). Esses estudos 

demonstram, claramente, que, em certas linhagens de roedores, a neurite óptica se 

desenvolve como resultado da imunização com antígenos derivados de neurônios.

A relação da inflamação do nervo óptico com a perda de células ganglionares

da retina durante a neurite óptica aguda em EAE foi avaliada em estudo  no qual se 

realizou a imunização de camundongos SJL/J com PLP. Células ganglionares da 

retina foram marcadas com Flourogold e contadas e os nervos ópticos foram 

avaliados, histologicamente, quanto à presença de infiltrados celulares inflamatórios.

Os autores observaram que a neurite óptica não foi detectada antes do dia 9 pós-

imunização. A incidência de neurite óptica foi de 30% no dia 9 pós-imunização e

aumentou para mais de 70% no dia 11 pós-imunização, permanecendo elevada até 

o dia 18 pós-imunização. Em contraste, não houve perda de células ganglionares da 

retina em olhos com neurite óptica até o dia 14 pós-imunização. Houve redução de

43,1% no número de células ganglionares da retina no dia 14 pós-imunização e 

redução de 50,8% no número de células ganglionares da retina no dia 18 pós-

imunização. Nenhuma perda de células ganglionares da retina ocorreu em olhos 

sem neurite óptica. Os autores demonstraram que a inflamação precede a perda de 

células ganglionares da retina, sugerindo que a perda neuronal durante a neurite 

óptica ocorre secundariamente ao processo inflamatório (SHINDLER et al, 2006).

Em estudo que utilizou camundongos C57BL/6 e imunização com o peptídeo 

MOG35-55,  EAE e neurite óptica foram avaliadas no dia 13 pós-imunização, tendo 

sido observadas tanto EAE (em 18 de 22 camundongos submetidos à indução de 

EAE) quanto neurite óptica (em 14 de 22 camundongos submetidos à indução de 

EAE). Em alguns camundongos houve o desenvolvimento de EAE sem neurite 

óptica (4 de 18 animais submetidos à indução de EAE) e em outros houve o 

desenvolvimento da neurite óptica sem EAE (3 de 14 animais submetidos à indução 

de EAE). Nesses animais que desenvolveram neurite óptica observou-se infiltrado 

inflamatório difuso no nervo óptico. Além disso, quando os linfócitos T desses 

camundongos foram injetados intra-peritonealmente (imunização adotiva) em 
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camundongos normais, a neurite �ptica tamb�m se desenvolveu nesses 

camundongos (5 de 8 animais submetidos � imuniza��o adotiva). Nesses animais 

que desenvolveram neurite �ptica observou-se infiltrado inflamat�rio em n�dulos no 

nervo �ptico. Esses achados indicam que os linf�citos T est�o envolvidos na 

patog�nese da neurite �ptica e s�o importantes no desenvolvimento de neurite 

�ptica autoimune (SHAO et al., 2004). 

Como prova de que linf�citos T MOG-espec�ficos s�o um importante fator 

patog�nico, observou-se que 47% (7 de 15) dos camundongos transg�nicos 

contendo  linf�citos T com receptor celular T espec�fico para MOG35-55

desenvolveram neurite �ptica espontaneamente, com curso cl�nico semelhante a EM 

em seres humanos. Esses camundongos n�o apresentavam sinais cl�nicos de EAE 

e apresentavam altera��es histol�gicas no nervo �ptico, que consistia de infiltrado 

mononuclear sub-pial e endoneural com ativa desmieliniza��o desse nervo, por�m 

sem les�o detect�vel no c�rebro ou na medula espinhal. Esses resultados sugerem 

que o desenvolvimento de neurite �ptica espont�nea nesses camundongos pode 

estar relacionado a um aumento  da express�o de autoant�geno nos nervos �pticos 

(BETTELLI et al., 2003). Al�m disso, quando esses camundongos transg�nicos

foram cruzados com camundongos em que um ter�o das c�lulas B � espec�fico para 

MOG, com consequente aumento da apresenta��o de MOG aos linf�citos T 

geneticamente modificados, 60% dos camundongos desenvolveram, 

espontaneamente, uma forma grave da EAE e 100% desenvolveram neurite �ptica

(BETTELLI et al., 2006). O desenvolvimento de neurite �ptica ap�s a indu��o de 

EAE sugere uma origem autoimune da inflama��o do nervo �ptico observada na 

EM. 

Em outro estudo, os autores geraram camundongos transg�nicos que 

expressam as cadeias α e β do receptor de linf�citos T espec�fico para MOG35-55. 

Esses animais produziram, espontaneamente, linf�citos T CD4+ e linf�citos T CD8+

que reconheceram a MOG e produziram citocinas pr�-inflamat�rias, 

predominantemente IL-17 e IFN-γ. Esse trabalhou demonstrou que os linf�citos T 

CD4+ t�m um papel dominante na EAE e que os linf�citos T CD8+ podem induzir 

neurite �ptica e EAE clinicamente leve (ANDERSON et al., 2012).  

Alguns autores sugerem que os nervos �pticos expressam n�veis mais 

elevados de MOG do que a medula espinhal (SHAO et al., 2004; BETTELLI et al.,
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2003). Sabe-se que a MOG � expressa na superf�cie mais externa da bainha de 

mielina. No nervo �ptico, em que a rela��o volume/superf�cie de mielina � baixa, a 

express�o de MOG � aumentada em rela��o � PLP que est� concentrada na mielina 

compacta. Efeitos do diferencial de concentra��o do ant�geno podeira tornar-se 

clinicamente significativa no contexto da imuniza��o sub-�tima com MOG (menor 

dose de MOG). Isso poderia explicar a natureza aguda do envolvimento do nervo 

�ptico em EAE, semelhante ao que ocorre na EM, em que a neurite �ptica pode ser 

uma das primeiras manifesta��es cl�nicas, j� que nos est�gios iniciais da doen�a h�

baixa concentra��o de linf�citos T ativados espec�ficos para MOG (BETTELLI et al.,

2003).

Esse grupo de autores utilizou a colora��o Luxol Fast Blue para demonstrar 

�reas de desmieliniza��o no nervo �ptico (BETTELLI et al., 2003), j� que essa 

colora��o impregna a bainha de mielina na estrutura histologica normal (KEZUKA et 

al., 2011).

Tian e colaboradores (2010) observaram o papel de sub-popula��es de 

linf�citos T helper na patog�nese da neurite �ptica em EAE. Os autores utilizaram

f�meas de camundongos da linhagem C57BL/6, com idade entre 8 e 10 semanas, 

sendo a imuniza��o realizada com inje��o subcut�nea, no dorso dos camundongos, 

de 200 μg de MOG35-55 e adjuvante completo de Freund suplementado com 4 mg/ml 

de Mycobacterium tuberculosis, al�m de 400 ng de toxina pertussis injetada por via 

intra-peritoneal nos dias 0 e 2 p�s-imuniza��o. Nos dias 11, 15 e 19 p�s-imuniza��o, 

os nervos �pticos foram dissecados para estudo morfol�gico. A concentra��o das 

citocinas IL-17, IFN-γ e IL-4 foi avaliada por ELISA. Os autores utilizaram RT-PCR

para avaliar a express�o g�nica de IL-17, IFN-γ, IL-4 e Foxp3 e propuseram que h� 

um desequil�brio das quatro sub-popula��es de linf�citos T CD4+ na neurite �ptica 

associada � EAE. A concentra��o da prote�na IL-17 no nervo �ptico mostrou-se 

significantemente aumentada no dia 11 p�s-imuniza��o, e a concentra��o da 

prote�na IFN-γ no dia 19 p�s-imuniza��o. A concentra��o da prote�na IL-4 no nervo 

�ptico diminuiu ligeiramente no dia 19 p�s-imuniza��o. A express�o do RNAm de IL-

17, IFN-γ e IL-4 foi coerente com a produ��o de prote�nas. Esse trabalho prop�s que 

a diminui��o de express�o de RNAm Foxp3 de linf�citos T regulat�rios (Treg Foxp3) 

no nervo �ptico pode ser um ponto chave para o desenvolvimento de neurite �ptica,

que a IL-17 pode mediar o processo inflamat�rio nas fases iniciais da neurite �ptica 
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e que o IFN-γ pode agravar a les�o inflamat�ria durante a fase de pico da neurite 

�ptica.

Outros autores descreveram a cin�tica da perda de c�luas ganglionares da 

retina, al�m de avaliarem a vis�o por meio de respostas optocin�ticas. Foram 

utilizadas f�meas de camundongos da linhagem C57BL/6, com idade entre 6 e 7 

semanas, sendo a imuniza��o realizada com inje��o subcut�nea de 150 μg de 

MOG35-55 e adjuvante completo de Freund suplementado com 2,5 mg/ml de 

Mycobacterium tuberculosis, al�m de 200 ng de toxina pertussis injetada por via 

intra-peritoneal nos dias 0 e 2 p�s-imuniza��o. Os camundongos foram sacrificados 

nos dias 15, 25, 35, 40 ou 50 p�s-imuniza��o, sendo as c�lulas ganglionares da 

retina contadas e os nervos �pticos avaliados, histologicamente, quanto � presen�a 

de infiltrado inflamot�rio (H&E). Os sinais cl�nicos de EAE iniciaram no dia 8 p�s-

imuniza��o e a queda significativa da vis�o foi observada depois do dia 30 p�s-

imuniza��o. A neurite �ptica foi detectada em mais de 80% dos nervos �pticos nos 

dias 15 e 25 p�s-imuniza��o e em mais de 60% dos nervos �pticos no dia 50 p�s-

imuniza��o. No entanto, a perda de c�lulas ganglionares da retina ocorreu somente 

entre os dias 35 e 50 p�s-imuniza��o (QUINN et al., 2011).

Alguns f�rmacos foram alvo de estudos em neurite �ptica e EAE. 

Primeiramente, Guo e colaboradores (2009) demonstraram que o tratamento oral 

com geranilgeranilacetona na dose di�ria de 500 mg/Kg durante 22 dias melhorou o 

grau de desmieliniza��o do nervo �ptico e reduziu a perda de c�lulas na camada de 

c�lulas ganglionares da retina no dia 22 p�s-imuniza��o, �nico ponto de avalia��o

desse estudo. Foram utilizadas f�meas de camundongos da linhagem C57BL/6, com 

idade entre 6 e 8 semanas, sendo a imuniza��o realizada com inje��o subcut�nea 

de 100 μg de MOG35-55 e adjuvante completo de Freund suplementado com 500 μg 

de Mycobacterium tuberculosis H37 RA, al�m de 500 ng de toxina pertussis injetada 

por via intra-peritoneal nos dias 0 e 2 p�s-imuniza��o.  Apesar dos bons resultados 

observados quanto � neurite �ptica, o mesmo n�o ocorreu com rela��o �s 

altera��es na medula espinhal.

Em outro estudo, esse grupo de autores demonstrou que o tratamento oral 

com espermidina, subst�ncia que age como um antioxidante, melhorou o grau de 

desmieliniza��o do nervo �ptico e reduziu a perda de c�lulas na camada de c�lulas 

ganglionares da retina. Foram utilizadas f�meas de camundongos da linhagem 
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C57BL/6, com idade entre 6 e 8 semanas, sendo a imuniza��o realizada com 

inje��o subcut�nea de 100 μg de MOG35-55 e adjuvante completo de Freund 

suplementado com 500 μg de Mycobacterium tuberculosis H37 RA, al�m de 500 ng 

de toxina pertussis injetada por via intra-peritoneal nos dias 0 e 2 p�s-imuniza��o. 

Nos animais tratados com espermidina, medica��o esta adicionada � �gua pot�vel a 

30 mM durante 25 dias, houve melhora do grau de desmieliniza��o do nervo �ptico 

e redu��o da perda de c�lulas na camada de c�lulas ganglionares da retina no dia 

25 p�s-imuniza��o, �nico ponto de avalia��o desse estudo, al�m de diminui��o da 

gravidade da EAE (GUO et al., 2011). Esse grupo de autores tamb�m utilizou a 

colora��o Luxol Fast Blue para demonstrar �reas de desmieliniza��o no nervo 

�ptico (GUO et al., 2009; GUO et al., 2011).

Chaudhary e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento com 

�cido lipoico na dose di�ria de 100 mg/Kg, administrado por via subcut�nea, entre os 

dias 8 e 21 p�s-imuniza��o (paradigma de supress�o precoce) e entre os dias 13 e 

24 p�s-imuniza��o (paradigma de supress�o tardio) reduziu a les�o axonal em 

ambos os paradigmas experimentais.  Foram utilizadas f�meas de camundongos da 

linhagem C57BL/6, com idade entre 6 e 8 semanas, sendo a imuniza��o realizada 

com inje��o subcut�nea de 200 μg de MOG35-55 e adjuvante completo de Freund 

suplementado com 400 μg de Mycobacterium tuberculosis, al�m de 75 ng de toxina 

pertussis injetada por via intra-peritoneal no dia 0 e 200 ng de toxina pertussis

injetada por via intra-peritoneal no dia 2 p�s-imuniza��o.  Os autores propuseram

que o �cido lipoico n�o apenas suprimiu a neurite �ptica (paradigma de supress�o 

precoce), como tamb�m foi eficaz terapeuticamente (paradigma de supress�o 

tardio), sugerindo que a diminui��o da les�o axonal associada � administra��o de 

�cido lipoico tenha sido secund�ria � acentuada redu��o de c�lulas inflamat�rias no 

nervo �ptico, embora seja poss�vel que essa medica��o tamb�m confira alguma 

neuroprote��o direta.

Adamus e colaboradores (2011) demonstraram a efic�cia da imunoterapia 

com ligante de receptor recombinate de c�lulas T (RTL342M) na preven��o de 

neurite �ptica em camundongos transg�nicos HLA-DR2 (DRA:DRβ1*1501)

“humanizados”. Esses animais, machos ou f�meas com idade entre 8 e 10 semanas, 

foram imunizados com inje��o subcut�nea de 200 μg de MOG35-55 e adjuvante 

completo de Freund suplementado com 400 μg de Mycobacterium tuberculosis
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H37RA em quatro pontos dos flancos, al�m de 70 ng de toxina pertussis injetada por 

via intra-peritoneal nos dias 0 e 2 p�s-imuniza��o.  Foram administradas doses 

di�rias de 20 μg de RTL342M por via subcut�nea durante cinco dias a partir do  dia 

8 p�s-imuniza��o, quando ocorreu o in�cio da neurite �ptica (cerca de 8 a 9 dias

ap�s a imuniza��o), antes do in�cio dos sinais cl�ncos da EAE, que ocorreu 11 a 12 

dias ap�s a imuniza��o. Os camundongos foram eutanasiados nos dias 16, 30 ou 62 

p�s-imuniza��o. A incid�ncia de neurite �ptica foi de 100% e esta foi detectada, 

histologicamente, pela presen�a de infiltrado inflamat�rio em cortes longitudinais e 

transversais dos nervos �pticos corados com H&E. A gravidade da neurite �ptica no 

grupo tratado com RTL342M foi significativamente reduzida no dia 16 p�s-

imuniza��o, com aumento da intensidade nos dias 30 e 62 p�s-imuniza��o, 

sugerindo que o ligante de receptor recombinate de c�lulas T foi eficaz em 

interromper o influxo de c�lulas inflamat�rias nas fases iniciais, sendo necess�rias 

doses adicionais para inibir o desenvolvimento adicional da inflama��o, a fim de 

atingir o benef�cio terap�utico completo nesses camundongos. A desmieliniza��o do 

nervo �ptico foi detectada pela colora��o Luxol Fast Blue, sendo menos intensa no 

grupo tratado com RTL342M em rela��o ao grupo n�o tratado.

Em estudo recente, outros autores demonstraram a efic�cia da terapia g�nica 

com pept�deo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) na preven��o de neurite 

�ptica em camundongos C57BL/6 imunizados com 200 μg MOG35-55. A avalia��o do 

infiltrado inflamat�rio no nervo �ptico foi realizada no dia 14 p�s-imuniza��o. Os 

autores demonstraram que c�lulas dendr�ticas transfectadas com CGRP preveniram

o desenvolvimento de neurite �ptica em EAE. A terapia g�nica desenvolveu

pontua��o m�dia de 1 para neurite �ptica no grupo transfectado com CGRP,

comparado com 2 no grupo falsamente transfectado (MATSUDA et al, 2012). 
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2.3 Resposta Imune na EAE

A infiltração de leucócitos contribui para a patogênese da inflamação 

autoimune no SNC, ocorrendo não só na EM, mas também na EAE. Supõe-se que o 

recrutamento de leucócitos e sua ativação no SNC resultem nos sintomas e na 

progressão da doença. No modelo de EAE, o início da inflamação no SNC envolve 

linfócitos T específicos para a mielina, que são ativados nos linfonodos periféricos e 

posteriormente migram para o SNC para serem reapresentados aos antígenos da 

mielina, por células apresentadoras de antígeno (ENGELHARDT, RANSOHOFF, 

2005; REBOLDI, et al., 2009). 

O acesso de linfócitos T ao SNC pode ocorrer através do plexo coroide para o 

espaço subaracnoide, que contém o líquido cefalorraquidiano ou ocorrer a partir do 

sangue, diretamente para o parênquima cerebral através da barreira 

hematoencefálica, via espaço perivascular (KIVISAKK et al., 2003; ENGELHARDT, 

RANSOHOFF, 2005; KIVISAKK et al., 2006). Esta migração celular para o SNC 

envolve integrinas e moléculas de adesão que permitem o rolamento e a adesão das 

células T através das paredes dos vasos (PICCIO et al., 2002). Além disso, há a 

ação de quimiocinas, que são potentes citocinas com atividade quimiotática, 

produzidas localmente e que, a partir da interação com o seu receptor na superfície 

celular, promovem o direcionamento da migração e a chegada de leucócitos e outras 

células ao sítio inflamatório (McQUIBBAN et al., 2002; BELMADANI et al., 2006). 

Os leucócitos expressam uma variedade de receptores de quimiocinas 

inflamatórias, mais consistentemente CCR1, CCR2 e CCR5 que têm sido 

identificados em diversos tecidos e fluidos inflamatórios, tanto de lesões cerebrais na 

EM (BALASHOV  et al., 1999), quanto em modelos de doenças neurológicas, 

incluindo a EAE (ROTTMAN et al., 2000). 

A expressão de CCR1 e seus ligantes CCL3, CCL5 e CCL7 já foi 

demonstrada em lesões cerebrais inflamatórias (MAHAD et al., 2004). A quimiocina 

CCL5 é produzida por linfócitos T, células endoteliais e eosinófilos e é atrativa para 

monócitos, macrófagos e linfóciotos T (ZLOTNIK, YOSHIE, 2000). Amostras de 

líquido cefalorraquidiano isoladas de pacientes com EM na forma clínica Recorrente 

Remitente contêm níveis significativamente mais elevados de CCL5 (SORENSEN et 
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al., 1999). CCL5 transcritos tamb�m est�o expressos em les�es de desmieliniza��o 

ativa em amostras de c�rebro p�s-morte de pacientes com EM, e linf�citos T

perif�ricos isolados de pacientes com EM exibiram intensifica��o da migra��o em 

resposta a CCL5 (BOVEN et al., 2000; ZANG et al.,2001). Pacientes com neurite 

�ptica aguda monossintom�tica apresentaram alta concentra��o de linf�citos T 

expressando receptor para CCL5 no fluido c�rebro-espinhal (TELESHOVA et al., 

2002). Santos e colaboradores descreveram que CCL5 desempenha um papel 

importante na ades�o de leuc�citos na microcircula��o cerebral em EAE, 

demonstrando a relev�ncia dessa quimiocina no recrutamento de leuc�citos para o

c�rebro de camundongos nesse modelo animal (SANTOS et al., 2005). Al�m disso, 

a redu��o de CCL5 pode estar relacionada a uma baixa migra��o de linf�citos Th1 

para o SNC e tamb�m pode ser associada com a melhora dos sinais cl�nicos da 

EAE (GLABINSKI et al., 2002; JALOSINSKI et al., 2008).

Inicialmente a EAE foi caracterizada como sendo uma doen�a mediada por 

linf�citos CD4+ T helper 1 (Th1), com a produ��o de citocinas relacionada a esse 

tipo celular, como o interferon-γ (IFN-γ) e a interleucina-12 (IL-12) (MARCONDES et 

al., 2005; SOSPEDRA, MARTIN, 2005; WENSKY, 2005; De PAULA et al., 2008).

Outros estudos mostram tamb�m a influ�ncia de linf�citos T helper 17 (Th17) 

no desenvolvimento da EM, atrav�s da citocina pr�-inflamat�ria interleucina-17 (IL-

17) (LAURENCE, O’SHEA, 2007). As citocinas interleucina-6 (IL-6) e interleucina-23 

(IL-23), produzidas por macr�fagos, c�lulas dendr�ticas e micr�glia, s�o 

respons�veis pela polariza��o de linf�citos Th17, encontrados no l�quido 

cefalorraquidiano de pacientes com EM. Em protocolo experimental, utilizando 

camundongos geneticamente deficientes em IL-6, IL-23 e IL-17 n�o foi poss�vel 

induzir a EAE, indicando a import�ncia dessas citocinas no seu desenvolvimento

(ZELANTE et al., 2007; KROENKE, 2008; QUINTANA, WEINER, 2009; MIOSSEC, 

2009).

A IL-17 tem sido caracterizada como uma mol�cula pr�-inflamat�ria que 

estimula c�lulas epiteliais, endoteliais e fibroblastos a produzirem outras citocinas e 

quimiocinas como IL-6, prote�nas inflamat�rias de macr�fagos, fatores estimulantes

de granul�citos e prote�nas quimioatraentes de mon�citos (PARK et al., 2005). 

A migra��o inicial de linf�citos Th17 para o c�rebro parece estar relacionada 

com o receptor de quimiocina CCR6, constitutivamente expressa por linf�citos Th17, 
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que encontra o seu ligante CCL20 em c�lulas epiteliais do plexo coroide e regula a 

entrada desses linf�citos no SNC (REBOLDI et al, 2009).

Novos subtipos de linf�citos Th17 t�m sido propostos: o linf�cito Th17 

patog�nico que � caracterizado pela produ��o de IL-17, interleucina-22 (IL-22) e 

IFN-γ e o linf�cito Th17 regulador que produz IL-17 e interleucina-10 (IL-10). Nesse 

caso, a IL-10 produzida � respons�vel pela regula��o da EAE, melhorando os sinais 

cl�nicos da doen�a. As citocinas envolvidas na diferencia��o desses dois tipos de 

linf�citos s�o IL-23, IL-6 e fator transformador de crescimento tumoral-β (TGF-β) 

(IMLER JR., PETRO, 2008; LOUTEN, BONIFACE, MALEFYT, 2009). 

Al�m dos mecanismos de resposta imune celular, a produ��o de auto-

anticorpos tem sido tamb�m apresentada como um importante fator na 

desmieliniza��o dos ax�nios. O aumento das concentra��es de imunoglobulinas no 

l�quido cefalorraquidiano e a presen�a de anticorpos anti-mielina indicam o 

envolvimento de linf�citos B (resposta humoral) no processo inflamat�rio dessa 

doen�a (MARTIN, MCFARLAND, MCFARLIND, 1992; BETELLI et al., 2006; 

KRISHNAMOORTHY, HOLZ, WEKERLE, 2007).

Com base no exposto acima, � poss�vel concluir que o modelo de EAE � 

extremamente �til para a avalia��o dos mecanismos imunol�gicos envolvidos na 

neurite �ptica em pacientes com EM, contribuindo para a compreens�o da sua 

fisiopatologia, assim como, para o desenvolvimento de novos f�rmacos destinados 

ao seu tratamento.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar parâmetros morfológicos e imunológicos envolvidos na cinética da 

neurite óptica em modelo animal de EAE induzido por duas diferentes concentrações 

do peptídeo MOG35-55.
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3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar o escore cl�nico dos animais induzidos com EAE, utilizando 100 μg ou 

300 μg do pept�deo MOG35-55 para a indu��o;

 Avaliar o perfil do infiltrado celular por meio da an�lise histopatol�gica com a

colora��o de hematoxilina-eosina e o perfil imuno-histoqu�mico dos 

marcadores CD4 e CD8 no nervo �ptico dos animais imunizados com 100 μg 

ou 300 μg do pept�deo MOG35-55;

 Avaliar o n�vel de desmieliniza��o por meio da an�lise histoqu�mica com a 

colora��o Luxol Fast Blue no nervo �ptico dos animais imunizados com 100

μg ou 300 μg do pept�deo MOG35-55;

 Quantificar os n�veis de quimiocinas CCL5 no homogenato de nervos �pticos

dos animais imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo MOG35-55.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Animais

Para a indução da EAE foram utilizadas fêmeas de camundongos da 

linhagem C57BL/6, com idade entre 4 e 6 semanas, provenientes do Biotério do 

Centro de Biologia da Reprodução da Universidade Federal de Juiz de Fora-MG 

(UFJF). Os animais foram mantidos na sala de manutenção do laboratório de 

Imunologia em estantes ventiladas e dieta ad libitum. Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com os princípios do Código Brasileiro para a Utilização de 

Animais de Laboratório. Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa 

em Animais da UFJF, tendo sido aprovado (Protocolo n° 007/2011). 
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4.2 Delineamento Experimental

Os camundongos foram divididos em três grupos experimentais (8 

animais/grupo/ponto de eutanásia). No primeiro grupo (100 µg MOG35-55) a EAE foi 

induzida utilizando-se 100 µg MOG35-55. No segundo grupo (300 µg MOG35-55) a EAE 

foi induzida utilizando-se 300 µg MOG35-55. No terceiro grupo (Controle) não houve 

indução de EAE. Os três grupos estão representados na Tabela 1.
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Tabela 1 Grupos experimentais.

Grupos avaliados

(8 animais/grupo/ponto de eutanásia)

Indução da EAE

100 µg MOG35-55 .100 µg do peptídeo MOG35-55

.400 µg /ml de Mycobacterium tuberculosis 

atenuado H37RA

.300 ng de toxina pertussis

300 µg MOG35-55 .300 µg do peptídeo MOG35-55

.400 µg /ml de Mycobacterium tuberculosis 

atenuado H37RA

.300 ng de toxina pertussis

Controle Não induzido 
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4.3 Indução do Modelo de EAE

A EAE foi induzida em todos os animais dos dois primeiros grupos. Cada 

animal do primeiro grupo foi imunizado, por via subcut�nea em ambos os lados da 

base da cauda, com 100 μg do pept�deo MOG35-55, sintetizado no laborat�rio de 

Biof�sica da Universidade de S�o Paulo, emulsificado em adjuvante completo de 

Freund (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA), suplementado com 400 �g/ml de 

Mycobacterium tuberculosis atenuado H37RA (Difco Laboratories, Detroit, USA). 

Cada animal do segundo grupo foi imunizado, por via subcut�nea em ambos os 

lados da base da cauda, com 300 μg do pept�deo MOG35-55 sintetizado no laborat�rio 

de Biof�sica da Universidade de S�o Paulo, emulsificado em adjuvante completo de 

Freund (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA), suplementado com 400 �g/ml de 

Mycobacterium tuberculosis atenuado H37RA (Difco Laboratories, Detroit, USA). No 

dia da imuniza��o e ap�s 48 horas, foram injetados, por via intraperitoneal, 300 ng 

de toxina pertussis (Sigma Chemical Co., Saint Louis, USA) em cada animal tanto do 

grupo 100 �g MOG35-55, quanto do grupo 300 �g MOG35-55. A indu��o da EAE est� 

representada na Figura 3.
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_________________________2 dpi 7 dpi 58 dpi

300 ng de toxina 
pertussis via 

intraperitoneal

NERVOS ÓPTICOS

100 g ou 300 g (MOG35-55) 

Adjuvante completo de Freund + 400 g /ml de Mycobacterium tuberculosis

300 ng de toxina pertussis via intraperitonial

0 dpi 10 dpi 14 dpi 21 dpi

via subcutânea

Figura 3 Indução da EAE e dias de coleta dos nervos ópticos; dpi: dias pós-imunização; MOG: 
glicoproteína dos oligodendrócitos da mielina. 
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4.4 Avaliação Clínica da EAE

A avaliação do escore clínico foi realizada do dia 0 ao dia 58 pós-

imunização, sendo que os animais foram clinicamente avaliados e classificados com 

relação à incapacidade neurológica por meio da escala apresentada na Tabela 2, 

adaptada por DE PAULA e colaboradores (2008). O escore final de cada animal 

correspondeu ao somatório da pontuação obtida em todos os parâmetros avaliados 

em um mesmo dia. 
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Tabela 2 Escala neurológica clínica para avaliar a EAE (Adaptada: DE PAULA et al., 2008).

Parte do animal Sinais clínicos Escore

Cauda Nenhum sinal clínico 0

Perda do tônus muscular da cauda 1

Paralisia 2

Membro-posterior Nenhum sinal clínico 0

Fraqueza de uma das patas do animal 1

Fraqueza de ambas as patas do animal 2

Paralisia de uma das patas 3

Paralisia de ambas as patas 4

Membro-anterior Nenhum sinal clínico 0

Fraqueza de uma ou de ambas as patas 

do animal

1

Paralisia de uma ou de ambas as patas 

do animal

2

Bexiga Continência 0

Incontinência 1
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4.5 Eutanásia dos Animais e Coleta dos Nervos Ópticos

A eutanásia foi realizada com dose letal de Xilazina (10 mg/Kg) e quetamina 

(150 mg/Kg) nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pós-imunização. Depois que os animais 

estavam completamente anestesiados, parte deles foi perfundida intracardialmente 

com solução de formalina 10% para a retirada dos nervos ópticos para a análise 

histológica (8 animais/grupo). 

No dia 10 pós-imunização, 8 animais/grupo foram perfundidos com PBS 

para a retirada dos nervos ópticos nos quais foi realizada a quantificação da 

quimiocina CCL5 por ELISA.

Após a remoção do encéfalo, executada no sentido anteroposterior, foi 

removida a parede posterior das órbitas e cada nervo óptico de todos os animais foi 

dissecado em seu trajeto desde a parte posterior do globo ocular até, inclusive, o 

quiasma óptico.

A distribuição dos animais em grupos está representada na Tabela 3.
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Tabela 3 Distribui��o dos animais em grupos.

Grupos/dias 
avaliados

Par�metro avaliado (n�meros de animais utilizados)
Controle 100 μg de MOG35-55 300 μg de MOG35-55

7� dia p�s-
imuniza��o

An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8)

10� dia p�s-
imuniza��o

Quimiocina (8) 
An�lise Morfol�gica (8)

Quimiocina (8) 
An�lise Morfol�gica (8)

Quimiocina (8)       
An�lise Morfol�gica (8)

14� dia p�s-
imuniza��o

An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8)

21� dia p�s-
imuniza��o

An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8)

58� dia p�s-
imuniza��o

An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8) An�lise Morfol�gica (8)
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4.6 Análise Morfológica dos Nervos Ópticos

4.6.1 Macroscopia

O comprimento e a largura dos nervos ópticos dissecados foram medidos em 

milímetros (mm). Observou-se, nos nervos ópticos, a presença ou ausência de 

alterações macroscópicas do tecido.

Cada peça cirúrgica foi, imediatamente após a exérese, imersa em solução 

fixadora (formol a 10%) por um período mínimo de 24 horas. 
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4.6.2 Microscopia

Após a análise macroscópica, as amostras - nervos ópticos e respectivos 

quiasmas - foram submetidas ao processamento histológico, ou seja, desidratadas 

em concentrações crescentes de álcool (álcool 70º, 80º, 90º, absoluto 1, 2 e 3), 

diafanizadas em duas trocas de xilol, embebidas e incluídas em parafina. Os blocos 

confeccionados foram submetidos à microtomia em secções longitudinais para a 

obtenção de cortes de 4 micra de espessura utilizando-se micrótomo rotativo manual 

(American Optical 820).
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4.6.2.1 Avaliação do Escore de Infiltrado Inflamatório no Nervo Óptico

As lâminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E) para análise 

histológica e graduação das alterações histológicas. Cortes de 4 micra de espessura 

obtidos dos blocos de parafina contendo os nervos ópticos incluídos foram 

desparafinizados em dois banhos de xilol, de 15 minutos cada, hidratados em 

soluções alcoólicas de concentrações decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 

minutos cada e hidratados em água corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes 

foram contra-corados pela Hematoxilina de Harris por 50 segundos e lavados em 

água corrente durante 20 minutos, sendo, em seguida, corados pela Eosina por 1 

minuto e 30 segundos.

Os cortes foram analisados em toda a sua extensão por dois diferentes

observadores, que utilizaram o microscópio Olympus BX51 em aumentos de 40x, 

100x, 200x e 400x.  A partir desta avaliação, foram selecionadas campos em 

aumentos de 200x e 400x para documentação fotográfica dos aspectos histológicos 

do grupo controle e de cada grupo imunizado, utilizando-se o software Image Pro 

Plus (Media CyberneticsTM).

Os cortes histológicos corados em H&E foram avaliados de forma semi-

quantitativa quanto à presença ou ausência de infiltrado inflamatório. O escore 

histopatológico utilizado (ADAMUS et al., 2011) baseou-se na presença de infiltrado 

de células inflamatórias, utilizando-se a escala:

0 - Nenhuma infiltração;

1 - Tênue infiltração celular no nervo óptico ou na bainha do nervo óptico;

2 - Moderada infiltração celular no nervo óptico ou na bainha do nervo óptico;

3 - Intensa infiltração celular no nervo óptico ou na bainha do nervo óptico;

4 - Maciça infiltração celular no nervo óptico ou na bainha do nervo óptico e 

infiltração nodular.

A presença de neurite óptica foi determinada por qualquer nível de inflamação 

do nervo óptico (pontuação de 1 a 4), enquanto os nervos sem inflamação 

identificável (pontuação 0) foram considerados como ausência de  neurite óptica. 
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4.6.2.2 Avaliação da Desmielinização no Nervo Óptico

Cortes adicionais foram submetidos a estudo histoquímico utilizando-se a 

coloração Luxol Fast Blue específica para fibras mielínicas. Assim, cortes de 4 micra 

de espessura obtidos dos blocos de parafina contendo os nervos ópticos incluídos 

foram desparafinados em dois banhos de xilol, de 15 minutos cada, hidratados em 

soluções alcoólicas de concentrações decrescentes (100%, 95%) e incubados 

overnight a 60º  em solução de Luxol Fast Blue. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em álcool a 95% e água destilada, 

submersas em solução de carbono de lítio por 5 segundos, submetidas a dois 

mergulhos em álcool a 70% por 10 segundos e lavadas em água destilada. Esses 

últimos três passos foram repetidos até haver contraste, ficando a mielina marcada 

em azul. Os cortes foram submersos em álcool a 70% e corados pela Eosina e 

Cresil Violeta por 1 minuto, sendo lavados após essas colorações. Em seguida, 

foram desidratados em álcool a 95% e a 100% e montados com Entellan (Merck) e 

lamínulas de vidro.

Os cortes foram analisados em toda a sua extensão por dois diferentes 

observadores, que utilizaram o microscópio Olympus BX51 em aumento de 40x, 

100x, 200x e 400x. A desmielinização do nervo óptico foi detectada pela observação 

de áreas não coradas pelo Luxol Fast Blue (Luxol Fast Blue negativas), indicando 

destruição da bainha de mielina, ou seja, correspondentes às áreas desmielinizadas,

associadas à infiltração celular no nervo óptico.

A partir dessa análise, foram selecionadas imagens em aumentos de 200x e 

400x para documentação fotográfica do aspecto histoquímico das fibras de mielina

do grupo controle e de cada grupo imunizado, utilizando-se o software Image Pro 

Plus (Media CyberneticsTM).
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4.6.3 Avaliação do Perfil CD4 e CD8 por Imuno-histoquímica

Cortes adicionais foram avaliados imuno-histoquimicamente. Foram 

selecionados, aleatoriamente, um bloco de parafina do grupo controle e um bloco de 

parafina de cada grupo imunizado, contendo os nervos �pticos inclu�dos dos dias 7, 

10, 14, 21 e 58 p�s-imuniza��o. Cortes de 4 micra de espessura obtidos desses

blocos foram colocados em l�minas carregadas positivamente. A desparafina��o, a 

reidrata��o e a recupera��o do ep�topo foram realizadas por meio do m�todo de 

indu��o de recupera��o por aquecimento (HIER) utilizando-se o Trilogy™ (Cell 

Marque) em conjun��o com banho maria. A atividade da peroxidase end�gena foi 

bloqueada por meio da imers�o em per�xido de hidrog�nio a 3% e metanol a 70% 

durante 20 minutos. Ap�s esta etapa, as l�minas foram lavadas em �gua corrente.

Os cortes na l�mina foram ciclados por caneta hidrof�bica Dako c�d. S2002. Os 

anticorpos usados foram: anticorpo rabbit anti-mouse CD4 (CMC10431020, 1:50, 

Cell Marque; recupera��o antig�nica com tamp�o de fosfato) e anticorpo rat anti-

mouse CD8 (CMC10829022 1:50, Cell Marque; recupera��o antig�nica com tamp�o 

de fosfato). O anticorpo prim�rio devidamente dilu�do no diluidor de anticorpo Dako

c�d K80006 foi ent�o aplicado. As sec��es foram ent�o incubadas durante 30 

minutos. Ap�s esta etapa, as l�minas receberam dois banhos de 5 minutos cada 

com tamp�o PBS ph 7.6. Posteriormente, foi aplicado o kit HiDef HRP Mouse/Rabbit 

Polymer Detection System. Ap�s esta etapa, as l�minas receberam dois banhos de 

5 minutos cada com tamp�o PBS ph 7.6. Em seguida, foi aplicado crom�geno Dako 

c�d K8000. As l�minas foram ent�o lavadas em �gua destilada e contracoradas em 

hematoxilina de Harris, desidratadas em 4 banhos de �lcool anidro e 4 banhos de 

xilol  e finalmente montadas com goma (Proqu�mios) para fixa��o das lam�nulas.

Os cortes foram analisados em toda a sua extens�o por dois diferentes 

observadores, e a identifica��o de c�lulas expressando CD4 e CD8 foi realizada, 

utilizando-se o microsc�pio Olympus BX51 em aumento de 40x, 100x, 200x e 400x. 

A morfometria foi realizada utilizando a contagem manual do software Image Pro 

Plus (Media CyberneticsTM). Foram avaliados em m�dia, seis campos de grande 

aumento (objetiva de 20x) em todos os grupos considerados. A partir dessa an�lise, 

foram selecionadas imagens em aumentos de 200x e 400x para documenta��o 
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fotográfica dos aspectos imuno-histoquímicos do grupo controle e de cada grupo 

imunizado, utilizando-se o software Image Pro Plus (Media CyberneticsTM).
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4.7 Quantificação da Quimiocina CCL5 no Nervo Óptico por ELISA

Para determinar se o início do infiltrado inflamatório dos nervos ópticos 

poderia estar relacionado com a produção de CCL5, foram retirados os nervos 

ópticos de oito camundongos de cada grupo imunizado e do grupo controle, para a 

quantificação da quimiocina CCL5 no décimo dia pós-imunização, primeiro dia em 

que foi detectado o infiltrado inflamatório.

O homogenato de nervo óptico foi submetido à técnica de ELISA para a 

determinação dos níveis da quimiocina CCL5. As placas de ELISA foram 

sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluído em tampão específico, e 

incubadas por 18 horas a 4°C. Em seguida, lavadas quatro vezes com PBS-Tween e 

bloqueadas com PBS + Soro Fetal Bovino (10%) por 1 hora. Após esse período, as 

placas foram lavadas novamente quatro vezes e, em seguida, as amostras dos 

animais utilizados e os padrões da quimiocina CCL5 foram adicionados. As placas 

foram então incubadas por 18 horas a 4°C. Após a incubação, as placas foram 

lavadas quatro vezes, o 2° anticorpo biotinilado e o complexo enzimático foram 

acrescentados e as placas foram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após a incubação as placas foram lavadas seis vezes e a reação foi revelada pela 

adição do substrato contendo TMB (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) e 

bloqueio com ácido sulfúrico 2N. A leitura foi realizada em leitor de microplacas 

(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades da quimiocina 

CCL5 foram calculadas a partir das curvas-padrão, obtidas pelas diferentes 

concentrações dos respectivos recombinantes (BD Biosciences Pharmigen, San 

Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos como a concentração média dos

sobrenadantes do nervo óptico, para cada grupo.
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4.8 Análise Estatística

Os resultados representam três experimentos independentes e foram

apresentados como a média ± erro padrão. Todos os dados foram analisados por 

meio do teste de Kruskall-Wallis (GraphPad Prism 5,00), e as diferenças foram 

consideradas significativas quando p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliação Clínica da EAE

No grupo controle, n�o imunizado, durante todo o per�odo avaliado n�o foi 

observado nenhum sinal cl�nico neurol�gico da EAE. Por outro lado, os sinais 

cl�nicos de EAE foram observados no grupo 100 g MOG35-55 e no grupo 300 g

MOG35-55 e n�o se observou diferen�a na m�dia de escore cl�nico entre os grupos. 

O escore cl�nico da EAE em camundongos C57BL/6 imunizados com 100 μg 

ou 300 μg do pept�deo MOG35–55 do dia 0 at� o 58� dia ap�s a imuniza��o est� 

demonstrado na Figura 4.

Na Tabela 4 est� representado o escore cl�nico da EAE em camundongos 

C57BL/6 imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo MOG35–55 nos dias em que

os nervos �pticos foram avaliados.
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Figura 4 M�dia do escore cl�nico de camundongos C57BL/6 imunizados ou n�o com (A) 100 μg do 
pept�deo MOG35-55 ou (B) 300 μg do pept�deo MOG35-55, (n=8 por grupo). Os sinais cl�nicos foram 
registrados do dia 0 at� o 58� dia ap�s a imuniza��o. Cada ponto representa a m�dia � erro padr�o.

B
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Tabela 4 Escore cl�nico da EAE em camundongos C57BL/6 imunizados com 100 μg ou 300
μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina (MOG35–55) nos dias em que os 
nervos �pticos foram avaliados. Cada ponto representa a m�dia � erro padr�o.

Dias p�s-imuniza��o

Grupos 7 10 14 21 58 

100 �g 

MOG35-55
0 0.5�0.38 3.13�0.44 4.25�0.37 3.63�0.46

300 �g 

MOG35-55
0 0.38�0.38 3.75�0.31 4.38�0.18 4.13�0.48
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5.2 Análise Morfológica dos Nervos Ópticos

5.2.1 Macroscopia

Os nervos ópticos dissecados foram obtidos preservando-se o quiasma 

óptico e apresentaram, em média, 5 mm de comprimento por 0,7 mm de largura. 

Não foram observadas alterações à macroscopia do tecido (Figura 5).
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Figura 5 Nervos �pticos e quiasma �ptico de f�mea de camundongo da linhagem C57BL/6  
submetida � indu��o de EAE com 100 μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina 
(MOG35-55).
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5.2.2 Microscopia

Os cortes histológicos dos nervos ópticos do grupo controle demonstraram

estrutura histológica normal sem a presença de infiltrado celular inflamatório (Figura 

6A,B). As alterações histopatológicas observadas em um ou em ambos os nervos 

ópticos dos camundongos dos dois grupos em que a EAE foi induzida consistiram de 

infiltrado celular mononuclear sub-pial e/ou endoneural, difuso ou focal, desses 

nervos (Figuras 6I-V e 7).

No dia 7 pós-imunização, não foi observado infiltrado celular inflamatório nos 

animais de ambos os grupos imunizados (Figura 6C-F). No dia 10 pós-imunização, 

observou-se tênue infiltrado inflamatório apenas no grupo 300 µg MOG35-55 (Figura

6I,J). O infiltrado inflamatório foi maior no dia 14 pós-imunização em ambos os 

grupos imunizados, mas foi mais intenso no grupo 100 µg MOG35-55 (Figura 6K,L) do 

que no grupo 300 µg MOG35-55 (Figura 6M,N). Após esse ponto, uma redução

gradual do infiltrado inflamatório foi observada em ambos os grupos imunizados 

(Figura 6O-V). 
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Figura 6 Nervos ópticos de camundongos C57BL/6 imunizados com 100 µg ou 300 µg do peptídeo 
glicoproteína dos oligodendrócitos da mielina (MOG35-55) e do grupo controle. As figuras são 
representativas da análise histopatológica de nervos ópticos de camundongos nos dias 7, 10, 14, 21 
e 58 pós-imunização (dpi) com 100 g MOG35-55 (C, D, G, H, K, L, O, P, S, T) ou 300 g MOG35-55 (E, 
F, I, J, M, N, Q, R, U, V) e do grupo controle (A, B). As secções dos nervos ópticos foram coradas
com H&E e capturadas com aumento de 200x e 400x, barra de escala = 50 µm.

CONTROLE
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Figura 7 Nervo óptico de camundongos C57BL/6 imunizados com 100 µg do peptídeo glicoproteína 
dos oligodendrócitos da mielina (MOG35-55). As figuras são representativas da análise histopatológica
de nervo óptico de camundongo no dia 14 pós-imunização. As secções do nervo óptico foram
coradas com H&E e capturadas com aumento de 200x (A) e 400x (B), barra de escala = 20 µm.
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5.2.2.1 Avaliação do Escore de Infiltrado Inflamatório no Nervo Óptico

No grupo controle, n�o imunizado, durante todo o per�odo avaliado n�o foi 

observada nenhuma altera��o histol�gica relacionada � inflama��o do nervo �ptico. 

Por outro lado, a inflama��o relacionada � neurite �ptica foi observada nos grupos

100 g MOG35-55 e 300 g MOG35-55, havendo diferen�a na m�dia de escore de 

inflama��o da neurite �ptica. No dia 7 p�s-imuniza��o, nenhum animal apresentou 

infiltrado celular inflamat�rio nos nervos �pticos. No dia 10 p�s-imuniza��o o 

infiltrado celular inflamat�rio n�o ocorreu em nenhum animal do grupo 100 �g 

MOG35-55 e o escore de infiltrado inflamat�rio nos nervos �pticos foi presente no 

grupo 300 g MOG35-55. No dia 14 p�s-imuniza��o foi detectado o pico do escore de 

infiltrado inflamat�rio nos nervos �pticos em ambos os grupos em que a EAE foi 

induzida. Do dia 21 p�s-imuniza��o em diante h� uma redu��o gradativa do escore 

de infiltrado inflamat�rio nos nervos �pticos em ambos os grupos.

O escore de infiltrado inflamat�rio no nervo �ptico em camundongos C57BL/6 

imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo MOG35–55 est� demonstrado na

Tabela 5.
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Tabela 5 Escore de infiltrado inflamat�rio nos nervos �pticos de camundongos C57BL/6 
imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina 
(MOG35–55). Cada ponto representa a m�dia � erro padr�o.

Dias p�s-imuniza��o

Grupos 7 10 14 21 58

100 �g 

MOG35-55
0 0 3.13�0.44 1.67�0.42 1.33�0.88

300 �g 

MOG35-55
0 1.13�0.13 1.75�0.25 0.75�0.25 0.75�0.25
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5.2.2.2 Avaliação da Desmielinização no Nervo Óptico

Os cortes histol�gicos dos nervos �pticos do grupo controle demonstraram

estrutura histol�gica dentro dos limites da normalidade com �reas positivas para  a 

histoqu�mica Luxol Fast Blue normal com �reas coradas pelo Luxol Fast Blue na 

bainha de mielina (Figura 8A). As altera��es histoqu�micas observadas em um ou 

em ambos os nervos �pticos dos camundongos dos dois grupos em que a EAE foi 

induzida consistiram de �reas Luxol Fast Blue negativas, associadas ao infiltrado 

inflamat�rio (Figura 8).

No dia 7 p�s-imuniza��o, foi observada estrutura histol�gica dentro dos 

limites da normalidade com �reas positivas para a histoqu�mica Luxol Fast Blue nos 

animais de ambos os grupos imunizados (Figura 8B,C). No dia 10 p�s-imuniza��o, 

observou-se t�nue desmieliniza��o apenas no grupo 300 �g MOG35-55 (Figura 8E).

No dia 14 p�s-imuniza��o, �reas isoladas de desmieliniza��o foram observadas em

ambos os grupos (Figura 8F,G). Nos dias 21 e 58 p�s-imuniza��o, o processo de

desmieliniza��o foi mais grave no grupo 100 μg MOG35-55 (Figura 8H-K).

FFFFF
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Figura 8 Nervos ópticos de camundongos C57BL/6 imunizados com 100 µg ou 300 µg do peptídeo 
glicoproteína dos oligodendrócitos da mielina (MOG35-55) e do grupo controle. As figuras são 
representativas da análise histoquímica de nervos ópticos de camundongos nos dias 7, 10, 14, 21 e
58 pós-imunização (dpi) com 100 g MOG35-55 (B, D, F, H, J) ou 300 g MOG35-55 (C, E, G, I, K) e do 
grupo controle (A). As secções dos nervos ópticos foram coradas com Luxol Fast Blue e capturadas
com aumento de 400x, barra de escala = 20 µm. Seta = sítio de desmielinização.

CONTROLE
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5.2.2.3 Avaliação do Perfil CD4 e CD8 por Imuno-histoquímica

A avaliação imuno-histoquímica de células marcadas com anticorpos anti-

CD4 e anti-CD8 no nervo óptico mostrou ausência desses marcadores no grupo 

controle (Figura 9A,B). 

No dia 7 pós-imunização, a avaliação imuno-histoquímica dos marcadores

CD4 e CD8 no nervo óptico mostrou ausência desses marcadores em ambos os 

grupos imunizados. No dia 10 pós-imunização, observaram-se células CD4+ e CD8+

no infiltrado inflamatório apenas no grupo 300 µg MOG35-55. No dia 14 pós-

imunização, observaram-se células expressando CD4 e CD8 no infiltrado

inflamatório em ambos os grupos imunizados (Figura 9C-F), mas de forma mais

intensa no grupo 100 µg MOG35-55 (Figura 9C,D). Após esse ponto, observou-se 

redução de células CD4+ e CD8+ no infiltrado inflamatório em ambos os grupos 

imunizados.

A avaliação morfométrica de células CD4+ e CD8+ no nervo óptico no dia 14 

pós-imunização mostrou três vezes mais células CD4+ e CD8+ no grupo 100 µg 

MOG35-55 em relação ao grupo 300 µg MOG35-55 (Figura 10).



65

Figur a 9 Detec��o imuno-histoqu�mica de CD4 e CD8 no nervo �ptico de camundongos C57BL/6 
imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina (MOG35-

55) e do grupo controle. As figuras s�o representativas da detec��o imuno-histoqu�mica de CD4 (A, C, 
E) e CD8 (B, D, F) dos camundongos no dia 14 p�s-imuniza��o com 100 g MOG35–55 (C, D) ou 300 
g MOG35–55 (E, F). Magnifica��o de 200x, barra de escala=50 μm.
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Figur a 10 Avalia��o morfom�trica da imuno-histoqu�mica de CD4 e CD8 no nervo �ptico de 
camundongos C57BL/6 imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo glicoprote�na dos 
oligodendr�citos da mielina (MOG35-55) no dia 14 p�s-imuniza��o. As barras representam a m�dia �
erro padr�o. * p <0,05.
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5.3 Frequência de Manifestações Clínicas de EAE e de Infiltrado Inflamatório 

no Nervo Óptico

No dia 7 p�s-imuniza��o nenhum animal apresentou manifesta��o cl�nica de 

EAE ou infiltrado celular inflamat�rio nos nervos �pticos. No dia 10 p�s-imuniza��o a 

EAE se manifestou clinicamente em 25% dos animais do grupo 100 �g MOG35-55 e 

em 12,5% dos animais do grupo 300 �g MOG35-55, ao passo que o infiltrado celular

inflamat�rio no nervo �ptico n�o ocorreu em nenhum animal do grupo 100 �g 

MOG35-55 e ocorreu em 100% dos animais do grupo 300 �g MOG35-55. No dia 14 p�s-

imuniza��o tanto as manifesta��es cl�nicas de EAE quanto o infiltrado celular

inflamat�rio dos nervos �pticos ocorreram em 100% dos animais de ambos os 

grupos imunizados. No dia 21 p�s-imuniza��o a EAE se manifestou clinicamente em 

100% dos animais de ambos os grupos imunizados, ao passo que o infiltrado celular

inflamat�rio do nervo �ptico ocorreu em 100% do grupo 100 �g MOG35-55 e em 75% 

dos animais do grupo 300 �g MOG35-55. No dia 58 p�s-imuniza��o, a EAE 

permaneceu manifestando-se clinicamente em 100% dos animais de ambos os 

grupos imunizados, ao passo que o infiltrado celular inflamat�rio no nervo �ptico 

ocorreu em 37,5% do grupo 100 �g MOG35-55 e em 75% dos animais do grupo 300

�g MOG35-55. A frequ�ncia de manifesta��es cl�nicas da EAE e de infiltrado 

inflamat�rio no nervo �ptico em camundongos C57BL/6 imunizados com 100 μg ou 

300 μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina (MOG35–55) � 

mostrada na Tabela 6. 
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Tabela 6 Frequ�ncia de manifesta��o cl�nica de Encefalomielite Autoimune Experimental 
(EAE) e de infiltrado inflamat�rio no nervo �ptico em camundongos C57BL/6 imunizados 
com 100 μg ou 300 μg do pept�deo glicoprote�na dos oligodendr�citos da mielina (MOG35–55).

Dias p�s-

imuniza��o

100 �g MOG35-55 300 �g MOG35-55

Manifesta��es 

cl�nicas de EAE 

Infiltrado 

inflamat�rio no 

nervo �ptico

Manifesta��es 

cl�nicas de EAE 

Infiltrado 

inflamat�rio no 

nervo �ptico

7 0/8 0/8 0/8 0/8

10 2/8 0/8 1/8 8/8

14 8/8 8/8 8/8 8/8

21 8/8 8/8 8/8 6/8

58 8/8 3/8 8/8 6/8
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5.4 Escore Clínico da EAE e Escore de Infiltrado Inflamatório no Nervo Óptico 

O escore cl�nico da EAE nos dias em que os nervos �pticos foram avaliados e 

o escore de infiltrado inflamat�rio no nervo �ptico em camundongos C57BL/6 

imunizados com 100 μg ou 300 μg de MOG35–55 s�o demonstrados na Figura 11.
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Dias pós-imunização

Dias pós-imunização

Figura 11 Escore cl�nico de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) nos dias em que os 
nervos �pticos foram avaliados (A) e escore de infiltrado inflamat�rio no nervo �ptico (B) em 
camundongos C57BL/6 imunizados com 100 μg ou 300 μg do pept�deo glicoprote�na dos 
oligodendr�citos da mielina (MOG35–55), Cada ponto representa a m�dia � erro padr�o (n=8 por 
grupo).
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5.5 Quantificação da Quimiocina CCL5 no Nervo Óptico por ELISA

A produção da quimiocina CCL5 avaliada por meio de ELISA no dia 10 pós-

imunização mostrou maior produção de CCL5 no grupo 300 µg MOG35-55, em 

comparação com o grupo 100 µg MOG35-55 e com o grupo controle (Figura 12).



72

Figura 12 Produ��o da quimiocina CCL5 nos nervos �pticos de camundongos C57BL/6, no dia 10 
p�s-imuniza��o, nos seguintes grupos: (i) controle, (ii) 100 g MOG35–55, (iii) 300 g MOG35–55. As 
barras representam a m�dia � erro padr�o (n = 8). ** p <0,01. *** p <0,001.
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6 DISCUSSÃO

A EAE � o modelo caracterizado tanto pela inflama��o com o envolvimento de

c�lulas mononucleares, quanto pela desmieliniza��o, caracter�sticas que se as-

semelham �s da EM (SOSPEDRA, MARTIN, 2005; YANOFF, SASSANI, 2009). � o

modelo  mais utilizado no estudo da neurite �ptica, permitindo um melhor 

entendimento da fisiopatologia dessa doen�a, sendo tamb�m relevante na avalia��o 

da efic�cia e dos mecanismos de a��o de novas drogas para seu tratamento. A 

linhagem de camundongos C57BL/6 tem sido bastante �til na indu��o de neurite 

�ptica em EAE, especialmente quando se utiliza a MOG (SHAO et al., 2004; GUO et 

al., 2009; TIAN et al., 2010; GUO et al., 2011; QUINN et al., 2011; CHAUDHARY et 

al., 2011; MATSUDA et al, 2012). 

O presente trabalho demonstrou, claramente, que, na linhagem de 

camundongos C57BL/6, a neurite �ptica se desenvolveu como resultado da 

imuniza��o com MOG35-55. Observou-se que os protocolos de indu��o utilizados

reproduziram, de forma consistente, um processo inflamat�rio neural, ou seja, a 

neurite �ptica. Demonstrou-se que esse � um modelo animal reprodut�vel, sendo 

avaliada, atrav�s do infiltrado celular inflamat�rio nos nervos �pticos e da quimiocina 

CCL5, a rela��o entre EAE e neurite �ptica. O exame histopatol�gico do nervo 

�ptico mostrou aumento da celularidade difusa ou focal, acompanhado por 

inflama��o sub-pial e endoneural, associada a �reas de desmieliniza��o,

assemelhando-se aos achados da neurite �ptica associada � EM em humanos.

O processo de desmieliniza��o dos nervos �pticos e do sistema nervoso 

central � caracter�stico da EM e da EAE, tendo por resultado o dano axonal, levando 

� deteriora��o dos neur�nios (BITSCH et al., 2000; DUTRA et al., 2011). A

infiltra��o de linf�citos T CD4+ auto-reativos contra mielina tem sido considerada um 

dos principais respons�veis pelos danos observados na EM e na EAE (FLETCHER 

et al., 2010). No presente estudo foi observado um intenso infiltrado inflamat�rio com 

quantidades elevadas de c�lulas CD4+ e CD8+ no grupo 100 g MOG35–55 no dia 14

p�s-imuniza��o, o que poderia sugerir uma correla��o com o processo de 

desmieliniza��o intenso do nervo �ptico observado nos dias 21 e 58 p�s-imuniza��o

desse grupo.
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A MOG tem sido objeto de estudos que apoiam a possibilidade de que esse

seja o ant�geno-alvo prim�rio no desenvolvimento da EM, mesmo sendo muito 

menos abundante do que a PBM (ADELMANN et al., 1995; SOSPEDRA, MARTIN, 

2005). Apesar de a EAE poder ser induzida por v�rias prote�nas de mielina, sua 

indu��o com MOG provoca les�es principalmente no nervo �ptico, o que pode ser 

explicado pela maior express�o de MOG no nervo �ptico em rela��o � medula 

espinhal e pela localiza��o de MOG na superf�cie mais externa da bainha de mielina

do nervo �ptico (BETTELLI et al., 2003). Talvez seja essa maior exposi��o da MOG 

que fa�a com que a neurite �ptica seja uma das primeiras manifesta��es cl�nicas na 

EM – aproximadamente de 15% a 20% dos pacientes a apresenta como primeira 

manifesta��o cl�nica da doen�a (KANSKI, 2007), e entre 30% e 60% dos pacientes a 

apresentam como uma manifesta��o cl�nica precoce (SODERSTROM et al., 1998). 

Shao e colaboradores (2004) demonstraram que a  neurite �ptica pode preceder os 

sinais cl�nicos da EAE. O presente estudo demonstrou pico precoce da neurite 

�ptica quando relacionada com as manifesta��es cl�nicas de EAE.

Sabe-se, tamb�m, que as diferentes formas cl�nicas da EM podem ser 

explicadas pelos graus de inflama��o, desmieliniza��o, remieliniza��o e 

neurodegenera��o (PETERSON, ROBERT, FUJINAMI, 2007). O presente trabalho 

� o primeiro que avalia a neurite �ptica na EAE induzida por duas diferentes 

concentra��es de MOG35-55 (100 �g e 300 �g) nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 p�s-

imuniza��o. Os sinais cl�nicos de EAE n�o foram diferentes entre os grupos, no 

entanto formas distintas de evolu��o da neurite �ptica foram observadas.

Os resultados do presente estudo mostraram progress�o do estado 

inflamat�rio e gravidade distinta no nervo �ptico em ambos os grupos, com um pico 

de inflama��o no dia 14 p�s-imuniza��o. � importante observar que, embora o in�co 

da neurite �ptica tenha sido mais tardia no grupo 100 �g de MOG35-55, em rela��o ao 

grupo 300 �g de MOG35-55, a gravidade da neurite �ptica foi maior no grupo 100 �g 

de MOG35-55 no dia de pico de inflama��o do nervo �ptico. Estudo comparando o 

desenvolvimento da neurite �ptica em camundongos C57BL/6 imunizados com 50 

μg ou 200 μg do pept�deo MOG35-55 mostrou in�cio precoce da neurite �ptica quando 

os camundongos foram imunizados com a maior concentra��o de MOG35-55 (SHAO 

et al., 2004). Tais resultados sugerem que o aumento da concentra��o de MOG

poderia desenvolver neurite �ptica mais precocemente, provavelmente devido �
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localiza��o da MOG na superf�cie mais externa da bainha de mielina do nervo �ptico

(BETTELLI et al., 2003). Em contraste, no presente estudo, a concentra��o mais 

baixa de MOG35-55 mostrou maior gravidade inflamat�ria. A diferen�a de achados 

entre este estudo e o de Shao poderia ser explicada pela concentra��o e pelo 

momento da injec��o de toxina pertussis. Enquanto Shao e colaboradores (2004) 

utilizaram uma elevada concentra��o dessa toxina (400 ng), injectada no dia anterior 

e 24 horas ap�s a indu��o da EAE, no presente estudo uma menor concentra��o de

toxina pertussis (300 ng) foi utilizada, sendo injectada no dia e 48 horas ap�s a 

indu��o da EAE. Portanto, o tempo de aplica��o e a concentra��o da toxina 

pertussis parecem influenciar diretamente a apresenta��o de ant�genos e a resposta 

imune (BAGLEY et al., 2002; HOU et al., 2003). Al�m disso, alguns autores 

demonstraram que a efic�cia da apresenta��o de ant�geno pode ser consequ�ncia

das doses crescentes de adjuvantes utilizados (BILLIAU, MATTHYS, 2001; CHEN et 

al., 2006; KAI et al., 2006; BERARD et al., 2010).

A EAE pode seguir um curso remitente-recorrente ou cr�nico, com 

caracter�sticas que poderiam se aproximar da forma remitente-recorrente e das 

formas progressivas da EM. Entretanto, os modelos experimentais utilizam animais 

de linhagens gen�ticas distintas ou diferentes ant�genos e concentra��es para a 

indu��o, o que dificulta a compara��o e compreens�o dos mecanismos moleculares 

respons�veis pela diferen�a entre essas duas formas de evolu��o cl�nica da doen�a. 

Neste estudo, objetivou-se avaliar a import�ncia da concentra��o antig�nica 

utilizada no momento da indu��o para o desenvolvimento cl�nico da EAE e de 

neurite �ptica. Utilizaram-se dois protocolos distintos de indu��o em camundongos 

da linhagem C57BL/6, fazendo-se uso do mesmo ant�geno de mielina em duas 

concentra��es diferentes (100 �g ou 300 μg de pept�deo MOG35-55) e mantendo-se 

as concentra��es de Mycobacterium tuberculosis (4 mg/mL) e toxina pertussis (300 

ng) constantes.

Corroborando com os resultados aqui apresentados, Shao e colaboradores 

(2004) tamb�m n�o encontraram diferen�as em rela��o ao escore cl�nico da EAE 

entre os grupos de animais imunizados com 50 �g ou 200 �g do pept�deo MOG35-55, 

mantendo constantes as concentra��es de Mycobacterium tuberculosis (600 �g/mL) 

e toxina pertussis (400 ng). Diferentemente, Berard e colaboradores (2010), ao 

induzirem a EAE em camundongos da linhagem C57BL/6 atrav�s da utiliza��o do 
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ant�geno MOG35-55 em duas concentra��es diferentes (50 �g ou 300 μg do pept�deo 

MOG35-55), variando-se tamb�m as concentra��es de M. tuberculosis (1 mg/mL ou 4 

mg/mL) e de toxina pertussis (200 ng ou 300 ng), encontraram diferen�as em 

rela��o � pontua��o do escore cl�nico da EAE entre os grupos de animais 

imunizados. Embora esses autores tenham demonstrado que a utiliza��o de 

concentra��es elevadas de MOG possa induzir a EAE mais grave, os resultados 

cl�nicos do presente estudo n�o foram alterados com a utiliza��o de 300 �g de

MOG35-55 (BERARD et al.,2010). Outro estudo demonstrou que as c�lulas

apresentadoras ativas n�o foram geradas ap�s o aumento de concentra��o de MOG

(WU et al., 2011).

Em recente trabalho, o nervo �ptico foi avaliado histologicamente quanto � 

presen�a de infiltrado inflamot�rio por H&E. Foram utilizadas f�meas de 

camundongos da linhagem C57BL/6, com idade entre 6 e 7 semanas, sendo a 

imuniza��o realizada com inje��o subcut�nea de 150 μg de MOG35-55 e adjuvante 

completo de Freund suplementado com 2,5 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis,

al�m de 200 ng de toxina pertussis injetada por via intra-peritoneal nos dias 0 e 2 

p�s-imuniza��o. Os camundongos foram sacrificados nos dias 15, 25, 35, 40 ou 50 

p�s-imuniza��o. A neurite �ptica foi detectada em mais de 80%  dos nervos �pticos 

nos dias 15 e 25 p�s-imuniza��o e em mais de 60% dos nervos �pticos no dia 50 

p�s-imuniza��o. (QUINN et al., 2011). No presente trabalho, no dia 7 p�s-

imuniza��o, nenhum animal apresentou neurite �ptica; no dia 10 p�s-imuniza��o, a

neurite �ptica n�o ocorreu em nenhum animal do grupo 100 �g MOG35-55 e ocorreu 

em 100% dos animais do grupo 300 �g MOG35-55; no dia 14 p�s-imuniza��o, a 

neurite �ptica ocorreu em 100% dos animais de ambos os grupos imunizados; no dia 

21 p�s-imuniza��o, a neurite �ptica ocorreu em 100% do grupo 100 �g MOG35-55 e 

em 75% dos animais do grupo 300 �g MOG35-55; no dia 58 p�s-imuniza��o, a neurite 

�ptica ocorreu em 37,5% do grupo 100 �g MOG35-55 e em 75% dos animais do grupo 

300 �g MOG35-55. 

O processo pelo qual se formam as les�es na EM � complexo e inclui 

m�ltiplos fatores da resposta imunol�gica, entre eles citocinas, quimiocinas e 

imunoglobulinas. A infiltra��o de leuc�citos contribui para a patog�nese da 

inflama��o autoimune no sistema nervoso central, ocorrendo n�o s� na EM, mas 

tamb�m na EAE. Sup�e-se que o recrutamento de leuc�citos e sua ativa��o no SNC 
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resultem nos sintomas e na progress�o da doen�a. A CCL5 � uma quimiocina 

envolvida no influxo de leuc�citos para o SNC em EAE. Al�m disso, o tratamento 

com anticorpo anti-CCL5 impediu a ades�o de leuc�citos na microvasculatura 

cerebral em modelo de EAE (RODRIGUES et al., 2011; SANTOS et al., 2005). No 

presente trabalho, a produ��o da quimiocina CCL5 foi avaliada no dia 10 p�s-

imuniza��o, dia em que ocorreu, pela primeira vez, infiltrado inflamat�rio no nervo 

�ptico. A concentra��o mais elevada de CCL5 observada nos nervos �pticos do 

grupo 300 �g de MOG35-55, em compara��o com o grupo 100 �g de MOG35-55, pode 

explicar o in�cio precoce do infiltrado celular inflamat�rio no grupo 300 �g de MOG35-

55 no dia 10 p�s-imuniza��o - todos os animais desse grupo apresentaram neurite 

�ptica, por�m esta n�o ocorreu em nenhum animal do grupo 100 �g de MOG35-55. 

Alguns estudos avaliaram determinados f�rmacos no tratamento da neurite 

�ptica em EAE. Em cada um deles foi utilizada uma dose de MOG35-55 na indu��o da 

EAE e os nervos �pticos foram avaliados em determinado dia de eutan�sia dos

animais. Guo e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da geranilgeranilacetona  

sobre a neurite �ptica no dia 22 p�s-imuniza��o, utilizando 100 μg de MOG35-55 na 

indu��o da EAE. Guo e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da espermidina

sobre a neurite �ptica no dia 25 p�s-imuniza��o, sendo a EAE induzida com 100 μg 

de MOG35-55. Chaudhary e colaboradores (2011) demonstraram o efeito do �cido 

lipoico sobre a neurite �ptica nos dias 21 e 24 p�s-imuniza��o, utilizando 200 μg de 

MOG35-55 na indu��o da EAE. Matsuda e colaboradores (2012) demonstraram a 

efic�cia da terapia g�nica com pept�deo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) na 

preven��o de neurite �ptica no dia 14 p�s-imuniza��o, utilizando 200 μg de MOG35-

55 na indu��o da EAE. No presente estudo, demonstrou-se que o pico da neurite 

�ptica ocorreu no dia 14 p�s-imuniza��o em ambos os grupos estudados, sendo 

mais intenso no grupo imunizado com 100 μg de MOG35-55. Dessa forma, � poss�vel 

sugerir a dose de 100 μg de MOG35-55 e o dia 14 p�s-imuniza��o  como ideais para a 

avalia��o da neurite �ptica em camundongos da linhagem C57BL/6, bem como para 

verificar a real efic�cia de um f�rmaco em estudo no tratamento da neurite �ptica no 

modelo de EAE.

O estudo e a compara��o de diferentes protocolos de indu��o de modelos 

experimentais da EM podem favorecer uma melhor compreens�o do complexo 

processo inflamat�rio gerado no SNC durante a doen�a, o que pode auxiliar no 
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desenvolvimento de novas terapias para a EM. No presente estudo observou-se que 

o início da neurite óptica no grupo 300 µg de MOG35-55 coincidiu com a maior 

produção de CCL5, no dia 10 após a indução de EAE. No entanto, o grupo 100 µg 

de MOG35-55 mostrou neurite óptica mais intensa no dia 14 pós-imunização, com

valores mais elevados de células expressando CD4 e CD8, alcançando um processo 

de desmielinização intenso nos dias 21 e 58 pós-imunização. Os resultados do 

presente estudo contribuem para o entendimento da neurite óptica na EAE, já que 

foram demonstradas duas diferentes formas de evolução da neurite óptica por meio

da utilização de duas diferentes concentrações de um mesmo peptídeo na indução 

desse modelo animal que reflete aspectos específicos da EM.
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7 CONCLUSÃO

 A variação somente na concentração do antígeno MOG35-55 não foi capaz de 

induzir formas clínicas diferentes neste modelo de EAE;

 A variação somente na concentração do antígeno MOG35-55 foi capaz de 

influenciar parâmetros morfológicos e imunológicos envolvidos na cinética da 

neurite óptica neste modelo animal de EAE;

 A avaliação histopatológica e imuno-histoquímica do nervo óptico mostrou 

aumento da celularidade difusa ou focal, sendo demonstrada a presença de 

células CD4+ e CD8+, com inflamação sub-pial e endoneural, associada a 

áreas de desmielinização;

 A concentração mais elevada de CCL5 observada nos nervos ópticos do 

grupo 300 µg de MOG35-55, em comparação com o grupo 100 µg de MOG35-55, 

pode explicar o início precoce do infiltrado celular inflamatório no grupo 300

µg de MOG35-55.

Os resultados do presente estudo contribuem para a compreensão da 

evolução da neurite óptica no modelo animal de EAE, já que variações na 

concentração de MOG35-55 foram capazes de induzir diferentes perfis de neurite 

óptica neste modelo. 

.
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ANEXO

ANEXO A – Optical neuritis induced by different concentrations of myelin 

oligodendrocyte glycoprotein presents different profiles of the inflammatory process
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