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RESUMO

NASCIMENTO, Kawany. Modelos animais para estudo de Esclerose Multipla.
2020. 32 p. Trabalho de Concluséo de Curso (Especializacdo em Toxinas de
Interesse em Saude) — Centro de Formacgao de Recursos Humanos para o SUS/SP;
Instituto Butantan, S&o Paulo, 2020.

A esclerose mliltipla (EM) € uma doenca crbnica e desmielinizante do sistema nervoso
central (SNC), que atinge principalmente adultos jovens. De etiologia idiopatica, acredita-se
gue mecanismos autoimunes, predisposicdo genética, histérico de infeccao viral, tabagismo,
hipovitaminose D, exposicdo reduzida a raios ultravioleta e localizagdo geogréfica sé&o
fatores associados ao desenvolvimento da doenca. A principal caracteristica da EM é a
formacédo de lesbes desmielinizadas que cria um ambiente que Iimpede o acesso,
sobrevivéncia e diferenciagdo das células precursoras de oligodendrécito (OPCs). Com o
decorrer do tempo ha uma falha na remielinizag@o, especiaimente em lesdes cronicas. As
manifestacdes clinicas da doenca sdo atribuidas ao aparecimento dessas lesdes durante os
periodos de surto, principalmente na fase inicial da doenga. Os sintomas mais comuns Sao:
comprometimento da visdo devido a inflamacdo do nervo  Optico (neurite  Optica),
incapacidades relacionadas ao movimento, prejuizos cognitivos e de memoria, déficit
sensitivos, enfim uma série de manifestagcdes heterogéneas, fato que dificultava o
estabelecimento rpido de um diagnostico definitivo. A doenca pode ser classificada como
Remitente Recorrente (EMRR), o tipo mais comum de EM, onde ocorrem surtos subitos que
duram no minimo 24 horas chegando a dias ou semanas e, entdo, melhoram. A Priméria
Progressiva (EMPP) € o tipo onde o paciente ndo apresenta surtos, mas desenvolve
sintomas e sequelas progressivamente por conta da doenca. E por fim a Secundaria-
Progressiva (EMSP) se define quando o paciente apresenta inicialmente surtos e remissfes
e, apos algum tempo, a doenca se torna progressiva e 0 paciente piora de forma lenta, sem
gue obrigatoriamente tenha novos surtos. O presente trabalho tem por objetivo retratar os
diferentes modelos animais para estudo da esclerose mdltipla, apontando suas
metodologias, utilizagdo e reprodutibilidade. Existem diversos modelos de estudo para EM
utilizando animais, que utilizam diferentes agentes indutores da doenga como, por exemplo,
Toxinas, Anticorpos, Cuprizona, entre outros. Um dos modelos animais que mais se

~

assemelha a doenca em humanos, gerando diversas caracteristicas semelhantes a

7

Esclerose Miltipla é o modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental, que além de
apresentar excelente reprodutibilidade € um dos mais utilizados.

Palavras-chave: Esclerose Muitipla. Encefalomielite Autoimune Experimental.

Modelos Animais.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Kawany. Animal models for the study of Multiple Sclerosis.
2020. 32p Monograph -(Specialization in Toxins of Interest in Health)— Centro de
Formagéo de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo,
2020.

Multiple sclerosis (MS) is a chronic demyelinating disease of the central nervous system
(CNS) that affects mainly young adults. Of idiopathic etiology, it is believed that autoimmune
mechanisms, genetic predisposition, history of viral infection, smoking, hypovitaminosis D,
reduced exposure to ultraviolet rays and geographic location are factors associated with the
development of the disease.One of the main features linked to MS is the occurrence of
demyelinated lesions that creates an environment that prevents access, survival and
differentiation of oligodendrocyte precursor cells (OPCs).In the course of the disease a
failure in remyelination process occurs, mainly in chronic process of lesions.The clinical
manifestations of the disease are attributed to the appearance of these lesions during
periods of an outbreak, especially in the initial phase of the disease.The most common
symptoms are: impaired vision due to inflammation of the optic nerve (optic neuritis),
disabilities related to movement, cognitive and memory impairments, sensory deficits and a
serie of heterogeneous manifestations, fact that hindered the rapid establshment of a
definitive diagnosis. The disease can be classified as Recurrent Remitting (EMRR), the maost
common type of MS, where it can be observed the occurrence of sudden outbreaks that last
at least 24 hours reaching days or weeks and regressing thereafter. In the Progressive
Primary (EMPP) type, the patient does not have outbreaks, but progressively develops
symptoms and sequels due to the disease. And finally the Secondary-Progressive (EMSP),
which is defined when the patient initially presents outbreaks and remissions and, after some
time, the disease becomes progressive and the patient worsens slowly, without necessarily
having new outbreaks.This work aims to describe different animal models for the study of
multiple sclerosis, pointing out their methodologies, use and reproducibility. There are
several animal models for MS study, using different compounds as inducers, such as toxins,
antibodies, cuprizone, among others. One of the animal models that most resemble
characteristics of the Multiple Sclerosis in humans is the Experimental Autoimmune
Encealomyelitis model, which besides to have excellent reproducibility is one of the most
used model.

Keywords: Multiple Sclerosis. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis. Animal

Models.
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1 INTRODUCAO

Esclerose Mudltipla (EM) € uma doenca neuroinflamatéria crbénica e
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC), de origem autoimune,
caracterizada por episodios repetidos de disfuncdo neurolégica com remissao
variavel (MOREIRA et al, 2000) caracterizada pelo acumulo de incapacidade motora.
Acredita-se ser uma doenca autoimune mediada preferencialmente por células T. No
entanto, a etiologia da EM ainda n&o é clara, embora muitos fatores ambientais e a
interacdo entre multiplos genes tenham sido propostos para explicar a ocorréncia da
doenca (BJELOBABA et al, 2018), caracterizada pela produgdo de auto-anticorpos
contra os componentes da bainha de mielina. Geralmente acomete individuos
adultos jovens (20 a 30 anos), sendo 2 vezes mais frequentes em mulheres. Estima-
se que aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas sdo afetadas em todo o mundo
(FOX et al, 2006). A EM caracteriza-se pelo aparecimento de lesdes dispersas na
substancia branca do SNC, visualizadas em exame de imagem de ressonancia
magnetica. Além da destruicdo da mielina, ocorrem também danos aos axonios dos
neurbnios e presenca de cicatrizes gliais, juntamente com presenca de um infiltrado
inflamatorio composto principalmente de linfocitos e macréfagos (PEDROSA et al,
2010). As manifestacfes clinicas da doenca séo atribuidas ao aparecimento dessas
lesdes durante os periodos de surto, principalmente na fase inicial da doenca. Os
sintomas mais comuns sdo: comprometimento da visdo devido a inflamacdo do
nervo Optico (neurite Optica), incapacidades relacionadas ao movimento, prejuizos
cognitivos e de memoria, déficit sensitivos, entre outros, representando uma série de
manifestacbes heterogéneas, fato que dificulta o estabelecimento rapido de um
diagnostico definitivo (PEDROSA et al, 2010). Sao reconhecidos trés cursos da
doenca: Esclerose Mdultipla Remitente Recorrente, Esclerose Mdultipla primaria
progressiva e Esclerose Miultipla secundaria progressiva. O curso remitente
recorrente afeta inicialmente a maioria dos pacientes com EM; geralmente é seguido
por um curso secunddrio progressivo da doenca, caracterizado por um acumulo de
déficits neurolégicos (LASSMANN et al.,2012).

As lesBes da EM séo resultantes de uma cascata inflamatéria central posterior
a resposta periférica. O aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefélica é

resultante do recrutamento de infiltrados inflamatérios perivasculares de linfocitos T
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e B e macrofagos, bem como da liberagdo de citocinas pré-inflamatorias. A principal
caracteristica destas lesbes € a desmielinizacdo focal da substancia branca,
inicialmente com preservacdo de ax0nios e com variados graus de gliose
(ZURAWSKI e STANKIEWICZ, 2018), com presenca de infiltrado inflamatério de
linfécitos T e B, plasmdcitos e macréfagos. Entretanto, nem sempre ha formacéo do
infiltrado inflamatoério, o que sugere acao de células endégenas como astrécitos e
microglia (AHMED et al, 2013). O processo inflamatério e a desmielinizacdo podem
ocorrer em qualquer regido do parénquima encefalico, sendo os relatos diagnésticos
mais comuns 0 nervo Optico, a area quiasmatica, a zona periventricular da
substancia branca, a area cortical subpial, o tronco encefélico e a medula espinal
cervical (DUNCAN, FRANKLIN, 2013). A degeneracdo do corpo caloso é
proeminente na EM (YALDIZLI et al., 2014).

A doenca é caracterizada por atagues do sistema imunolégico a bainha de
mielina, seguidos por periodos de remissdo. Nos periodos de surto, novas lesbes
podem surgir, assim como a reativacdo de lesdes antigas. Com o passar do tempo e
a persisténcia das lesdes, a doenca entra em uma fase de progressao ininterrupta,
chamada entdo de secundaria progressiva. Aproximadamente entre 10-20% dos
casos de EM exibem um quadro de evolugdo continua, sem remissdes, denominada
primaria progressiva (LASSMANN et al., 2012).

Duas situagfes clinicas distintas sdo observadas em pacientes com EM
primeiro os ataques clinicos agudos, também chamados de recaida, e o segundo a
progressao continua da incapacidade clinica. Durante uma recaida, 0s pacientes
experimentam a rapida ocorréncia de sintomas neurolégicos novos ou crescentes.
Esses ataques também chamados de exacerbacdes sdo seguidos por periodos de
recuperagdo parcial ou mesmo completa (remissdes). Por definicdo, ndo ha
progressao aparente da doenca entre duas recaidas, o que implica que o nivel de
incapacidade entre dois ataques permanece estavel. Essa fase do curso da doenca
€ denominada EM Remitente Recorrente (EMRR) e afeta inicialmente 85% dos
pacientes diagnosticados com EM (BRAIN PATHOLOGY, 2017).
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A EM é uma doenca que ndo possui cura, sendo a principal abordagem
terapéutica focada em compostos que atrasem o progresso da doenca e que
melhorem a qualidade de vida dos pacientes pela promoc¢ado do alivio dos sintomas.
As terapias atualmente aprovadas sé&o drogas imunomoduladoras ou
imunossupressoras que reduzem, de forma  significativa, entretanto variavel, a
frequéncia dos episodios das formas recorrentes da doenca. Estes compostos, de
forma geral, possuem eficacia limitada na prevencdo da transicdo das fases da
doenca e, uma vez iniciado este processo, nao  apresentam beneficios
(GAJOFATTO et al 2015).

Com relagéo a tudo que se sabe sobre a Esclerose Mdltipla, muitos estudos

ainda séo realizados visto que € uma doenga sem cura e ndo totalmente elucidada.

Vérios modelos animais sao utlizados para induzir sintomas e
comportamentos que se assemelham a patologia da EM em humanos; entre os mais
empregados estdo o modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e a
desmielinizacdo induzida por toxinas e / ou virus. Embora os modelos animais nao
possam replicar a complexidade e a heterogeneidade da patologia da EM eles
provaram ser Uteis para o desenvolvimento de varios medicamentos aprovados para
o tratamento de pacientes com EM (IVANA BJELOBABA et al, 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo dessa Monografia é a pesquisa dos diferentes modelos animais

para estudo da Esclerose Mdltipla.

2.2 Especificos

o Discutir os diversos métodos existentes para o estudo da Esclerose Mdltipla
em modelo animal.

o Demonstracdo das metodologias estudadas no periodo da Especializacao.

o Experimento com relagdo a Dor em camundongos C57BL/6.
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3 MATERIAL E METODOS

O tema escolhido para essa monografia foi decorrente do estudo que pude
acompanhar durante o estagio no Laboratério de Dor e Sinalizacdo do Instituto
Butantan utilizando o modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental induzido
por MOGss.55, € 0 proposito deste trabalho é descrever e atualizar os diferentes
modelos animais existentes.

Foi realizado levantamento bibliografico nas fontes de pesquisa online

PubMed, Sciello.org, Google Académico, totalizando 49 consultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem diversos modelos animais que reproduzem a Esclerose Mdultipla em
modelos animais, alguns com maior reprodutibilidade do que outros. Vamos discutir

aqgui alguns dos modelos mais utilizados nestes estudos.

4.1 Modelo de desmielinizacao induzido por toxinas

Sabe-se que existem diversos agentes que geram focos de desmielinizacao,
usando injecdes diretas de gliotoxinas na substancia branca, como brometo de etidio
(EtBr) e lisolecitina, ou toxinas administradas sistemicamente, como a cuprizona
(WOODRUFF & FRANKLIN,1999). Esses modelos sdo indispensaveis no estudo
dos processos de remielinizagdo em animais de estudo. Além desses modelos
garantirem uma boa reprodutibilidade, a localizagdo anatbmica da area de
desmielinizacdo é bem definida.

lon6foro de célcio, anticorpos contra galactocerebrosideo, 6-
aminonicotinamida e toxina da difteria também podem ser usados como agentes
desmielinizantes; no entanto, essas abordagens ndo sédo consideradas modelos
adequados para obter novos conhecimentos sobre 0s processos de remielinizacao.
Outra desvantagem desses modelos esta na auséncia da atividade imune (IVANA
BJELOBABA et al, 2018)

4.2 Lisolecitina

A lisolecitina foi descrita pela primeira vez por Hall (1972). Tendo conhecida
atividade detergente, a lisolecitina € capaz de solubilizar as membranas, sendo
considerada seletiva para as células produtoras de mielina, acarretando
desmielinizagéo.

Com isso a lisolecitina mostra ser um método Util para o estudo tanto da
desmielinizagcdo, quanto da remielinizacdo do sistema nervoso central. A
desvantagem desse modelo esta na auséncia da resposta imune que € normalmente
observada durante a Esclerose Mdltipla.

A injecéo de lisolecitina aumenta a atividade da fosfolipase A2, restrita aos
macréfagos ativados (TROTTER & SMITH, 1986). A fosfolipase A2 degrada ainda

mais as fosfatidilcolinas da membrana (WELTZIEN, 1979). Geralmente, a solucéo de
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lisolecitina a 1% ¢€ injetada no funiculo dorsal da medula espinhal, no pedinculo
cerebelar caudal (WOODRUFF & FRANKLIN, 1999) ou no corpo caloso (KEOUGH,
JENSEN & YONG, 2015). Apés a injecdo de lisolecitina, a lesdo formada tem uma
modificacdo nas proximas semanas e é capaz de remielinizar completamente,
comecando no final da primeira semana apoés a injecdo (BLAKEMORE & FRANKLIN,
2008). O processo de remielinizacdo neste modelo € mais rapido em comparagao
com outros modelos de desmielinizacdo induzida por toxinas, principalmente porque
as células progenitoras dos oligodendrocitos (OPCs) ndo sao afetadas
(BLAKEMORE & FRANKLIN, 2008). Os axdnios desmielinizantes sédo remielinizados
principalmente por oligodendrécitos. No entanto, se a lesdo for maior, as células de
Schwann também participam do processo de remielinizacdo. Como no modelo de
brometo de etidio (EtBr), a remielinizacdo ocorre mais rapidamente em animais
jovens de diferentes espécies (SHIELDS, GILSON, BLAKEMORE e FRANKLIN,
1999). A remielinizacdo comeca apenas apds a remoc¢ao dos detritos de mielina - ou
seja, cerca de 7 dias apOs a injecdo de lisolecitina na medula espinhal de
camundongos ou ratos adultos jovens, quando bainhas de mielina palidas comegam
a aparecer. Quando a injecdo de lisolecitina € aplicada no pedunculo cerebelar
caudal, a remielinizacdo é bastante lenta em comparacdo com a injecdo da medula
espinhal. Nestes casos, a remielinizacdo comeca 3 semanas apés a injecdo, e a
mielina compacta aparece 6 semanas apos a desmielinizacdo (WOODRUFF &
FRANKLIN, 1999). O tratamento com lisolecitina, em contraste com o EtBr, nao
induz uma perda de astrocitos, OPCs ou macrofagos, facilitando a remielinizacdo
mais rapida. O padrdo recorrente de desmielinizacdo primaria que pode ser
controlado de maneira espaco-temporal € uma vantagem desse modelo de
desmielinizacdo. A desmielinizacdo induzida por lisolecitina também pode ser
realizada em primatas ndo humanos. Os processos de desmielinizacdo /
remielinizacdo foram avaliados em Macaca fascicularis adultas apos injecdo de
lisolecitina no nervo Gptico ou medula espinhal. A remielinizacdo ocorre na medula
espinhal, enquanto falha no nervo 6ptico (LACHAPELLE et al., 2005).

Portanto, a lisolecitina mostra-se um método Util para estudar tanto a
desmielinizagcdo quanto a remielinizagdo no SNC. A desvantagem do modelo de
desmielinizacdo da lisolecitina reside na auséncia da resposta imune que é

normalmente observada durante a EM.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0029
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0029
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0265
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0121
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4.3 Cuprizona

Cuprizona é um agente quelante de cobre e toxico para a camada de mielina.
O modelo de desmielinizacdo de cuprizona é um modelo simples, usado para
investigar respostas inflamatorias intrinsecas do cérebro, juntamente com o0s
processos de desmielinizacdo / remielinizagdo. As lesbes provocadas pela cuprizona
estdo relacionadas a disfuncdo dos oligodendrocitos. Esse modelo foi considerado
um modelo tipico de desmielinizagdo da substéncia branca; no entanto, estudos
recentes confirmam que a substancia cinzenta também é afetada (GOLDBERG,
CLARNER, BEYER & KIPP,2015; KHODANOVICH et al., 2017).

Desde 1972, tem sido relatado que a cuprizona é um modelo adequado para
0 estudo de eventos de desmielinizagdo durante a EM, pois fornece um sistema
altamente reprodutivel para explorar a apoptose de oligodendrécitos e a
desmielinizacdo secundaria (MATSUSHIMA & MORELL, 2001). Este composto €
amplamente utiizado em camundongos C57BL / 6, uma vez que seu usSO nestes
animais produz um modelo altamente reprodutivel de investigagdo de
desmielinizacdo / remielinizacdo (PRAET et al., 2014). Neste modelo, a apoptose
dos oligodendrdcitos ocorre 3 dias ap0s a exposicao a cuprizona (HESSE et
al.,2010; MASON et al., 2004) e a desmielinizacdo 5 dias apos.

A desmielinizagdo € geralmente evidente trés semanas apOs o inicio da
administracdo da cuprizona e se correlaciona com imensa microgliose, astrogliose e
danos no axénio (DOAN et al., 2013 ; KIPP et al., 2017) Seis semanas apés a
ingestdo de cuprizona, a desmielinizagdo € generalizada, mas é mais proeminente
no corpo caloso e nos pedunculos cerebelares posteriores e é denominada
"desmielinizacdo aguda". Perda de mielina também ¢é observada no cortex,
hipocampo e cerebelo (BAXI et al., 2017; KIPP, CLARNER, DANG, COPRAY, &
BEYER, 2009).

A intoxicacdo por cuprizona induz um grau variavel de desmieli nizacdo que
depende da tenséo, idade e sexo dos animais, bem como da duracéo da exposicao
e dosagem deste agente téxico. De fato, foi relatado que, quando expostos a
cuprizona, camundongos suicos, camundongos BALB / ¢ e suicos Jim Lambert
(SJL) apresentam desmielinizacdo, porém tardia ou incompleta (SKRIPULETZ et al.,
2008; TAYLOR, GILMORE; MATSUSHIMA, 2009).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0056
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jnr.24224#jnr24224-bib-0113
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A desmielinizacdo aguda é seguida por remielinizacdo espontanea, quando
uma dieta com cuprizona € substituida pela alimentacdo regular. O processo de
remielinizacdo depende da maturacdo do OPC, e o reaparecimento da mielina na
substancia branca é mais 6bvio do que na substancia cinzenta, onde a proliferagéo e
diferenciacdo do OPC é prolongada na desmielinizacdo induzida pela cuprizona
(BAXI et al., 2017). Pelo contrario, a intoxicacao prolongada por cuprizona (mais de
12 semanas) resulta em um processo de remielinizacdo espontanea restrita:
"desmielinizagdo crénica". Durante os estagios cronicos da doenca, a apoptose de
oligodendroécitos ocorre de maneira independente da caspase-3 (GUDI, GINGELE,
SKRIPULETZ, & STANGEL, 2014). A aplicacdo sisttmica da cuprizona gera
desmielinizagdo no corpo caloso; no entanto, uma perda de mielina também é
observada no cértex, hipocampo e cerebelo (BAXI et al., 2017; KIPP, CLARNER,
DANG, COPRAY, & BEYER, 2009).

As consequéncias da desmielinizacdo induzida pela cuprizona nos déficits
funcionais de maneira comportamental e cognitva ndo foram avaliadas de forma
abrangente. Até o momento, a coordena¢do motora diminuida de camundongos no
teste do Rotarod, comportamento social prejudicado e funcdo sensoério-motora, bem
como a ansiedade reduzida, foram descritos, embora alguns desses déficits ndo
foram observados apés remielinizacdo (FRANCO - PONS, TORRENTE, COLOMINA
& VILELLA, 2007 ; HIBBITS, PANNU, WU & ARMSTRONG, 2009 ).

Recentemente, a cuprizona foi usada em combinacdo com EAE induzida
ativamente, resultando em lesdes inflamatorias do cérebro anterior (RUTHER et al.,
2017; SCHELD et al.,, 2016). Portanto, este modelo pode ser uma ferramenta
extremamente valiosa na pesquisa da EM no futuro.

Resumidamente a simplicidade do modelo, juntamente com alta confiabilidade e
reprodutibilidade o tornam ideal para induzir e examinar processos de
desmielinizagdo / remielinizacdo (MATSUSHIMA & MORELL, 2001). Como em
outras desmielinizacdes induzidas por toxinas, a desvantagem desse modelo é a
falta de envolvimento do sistema imunol6gico, que é um componente importante da

patogénese da EM.
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4.4 Qutras Toxinas

Existem outras toxinas capazes de induzir desmielinizacdo, porém ndo séao

tdo comumente utilizadas como as descritas acima, como a injecdo do ionoforo de
calcio, ou onomicina, por exemplo. Estas toxinas injetadas intratecal na coluna
dorsal da medula espinhal induz a vesiculagdo da mielina que progride e forma
grandes focos de desmielinizacdo confluentes, levando a degeneracdao do axénio de
maneira dependente da dose (SMITH & HALL, 1988, 1994). Esse tipo de lesdo
criada pela injecdo de ionomicina se assemelha a lesdo observada no modelo de
desmielinizagdo da lisolecitina (SMITH & HALL, 1988). Um antimetabdlito de niacina
e uma conhecida gliotoxina, 6-aminonicotinamida, sdo também usados para induzir
a degeneracao glial, especialmente na substancia cinzenta de ratos adultos
(HORITA, ISHI & ZUMIYAMA, 1981; SCHNEIDER & CERVOS-NAVARRO, 1974).
A administragdo de 6-aminonicotinamida na medula espinhal de ratos induz a
formacdo de focos de desmielinizacdo, enquanto os astrécitos e oligodendrocitos
sofrem degeneracédo.No entanto, devido ao extenso dano axonal, essa abordagem
ndo € considerada um sistema modelo adequado para o estudo das relacbes
celulares durante a remielinizacdo (BLAKEMORE,1978) Nos gatos, a injecdo de 6-
aminonicotinamida na medula espinhal causa a morte macica de axénios e células
da glia. Os axdnios desmielinizados sobreviventes sdo remielinizados pelas células
de Schwann. No entanto, devido ao extenso dano axonal, essa abordagem ndo é
considerada um modelo adequado para o estudo das relacdes celulares durante a
remielinizagdo (BLAKEMORE, 1978).

Foi postulado que a toxina da difteria poderia produzir um modelo Util para o
estudo da desmielinizagdo central (HARRISON, MCDONALD & OCHOA, 1972).
ApOs a exposicdo a toxina da difteria, os axénios adjacentes ao local da injecéo
apresentam camadas de mielina extremamente finas, que € a principal caracteristica
deste modelo. Mais tarde, foi observado que uma pequena dose de toxina da difteria
induz desmielinizacdo periférica com a presenca de degeneracdo axonal (BABA,
GILLIATT, HARDING & REINERS, 1984). Foi mostrado o uso da toxina da difteria
para deplecdo celular, onde a morte de oligodendrécitos anatomicamente
direcionada também pode ser induzida por recombinagdo em camundongos

transgénicos portadores de wuma toxina da difteria floxada (fragmento A)
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(BROCKSCHNIEDER et al, 2004; BROCKSCHNIEDER, PECHMANN,
SONNENBERG - RETHMACHER E RIETHMACHER, 2006).

4.5 Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)

A EAE é um dos modelos animais mais estudados da Esclerose Mdltipla que
acarreta diversas caracteristicas histopatolégicas e imunolégicas da Esclerose
Multipla observadas em humanos. Existem diferentes tipos de encefalomielite
autoimune experimental, cada um exibindo alguns aspectos da Esclerose Mdiltipla.

O modelo de EAE é um dos amplamente empregados caracterizando-se por
uma reagdo autoimune contra as proteinas da mielina no sistema nervoso central. O
modelo de EAE induzido por MOG35-55 (glicoproteina oligodendrocitaria da mielina,
MOG) (MCCATHY, DP, et al 2012), desencadeia uma resposta mediada por células
Thl e Thl7 oriundas de células T CD4+ e linfécitos T CD8+, sendo os linfocitos
CD4+ os principais mediadores do processo. Essas células, apds entrarem no
sistema nervoso central, visam proteinas de mielina e oligodendrocitos maduros
causando degradacdo de mielina, danos axonais e apoptose de oligodendrdcitos.
(PATEL, J; BALABANOV, R. 2012). A migracdo de células T para o cérebro &
tipicamente acompanhada pela infiltracao e ativacdo de monécitos e/ou macrofagos.
Além disso, a microglia residente e os astrécitos respondem ativamente a injuria e
também sao ativados. Todos esses tipos celulares produzem e liberam mediadores
inflamatdrios, como quimiocinas e citocinas, que contribuem para o dano axonal e
desmielinizagdo (YAMASAKI, R; et al.2014)

A EAE é um modelo Util para o estudo de EM, tanto para entendimento da
doenca como para o teste de compostos terapéuticos. Geralmente, com excecao de
camundongos transgénicos que podem desenvolver espontaneamente a doenga,
todas as cepas de animais usadas nos modelos de EAE precisam ser imunizadas
com auto-antigeno para desenvolver a doenca (CROXFORD, KURSCHUS &
WAISman, 2011). Como consequéncia, dependendo da linhagem, idade e sexo do
animal, é adquirida uma doenca autoimune, desmielinizante, inflamatéria aguda e /
ou cronica. A EAE pode ser induzida por duas abordagens diferentes: imunizacao
ativa com peptideos de mielina ou células T encefalitogénicas transferidas
passivamente ou adotivamente (STROMNES & GOVERMAN, 2006a, 2006b)._
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Usando o EAE, é possivel investigar os mecanismos operantes durante a
preparacdo das células T, como as células T encefalitogénicas e outras células
imunes periféricas atravessam a barreira hematoencefalica, os tipos de células
envolvidas na orquestragdo da reativacdo local das céluas T no parénquima
cerebral e como a inflamacdo, desmielinizacdo e patologia axonal estédo
relacionadas entre si (MARKUS KIPP, STELLA NYAMOYA et al 2016). Ainda,
diferentes tipos de EAE podem ser desenvolvidos em diferentes linhagens animais.

Até os dias atuais a EAE é o Unico modelo que pode reproduzir alguns
aspectos da Esclerose Mdltipla, com base nisso outros novos modelos estdo em
desenvolvimento usando a EAE como base. Com a expansao das modificacbes
genéticas em roedores, tornou-se possivel gerar varios animais transgénicos que
sdo utilizados para avaliar a contribuicio de genes especfficos para o
desenvolvimento e resolucdo de EAE. Varios nocautes e, com o desenvolvimento da
tecnologia Cre-lox, camundongos nocautes condicionais foram usados na pesquisa
da EAE. Como os camundongos C57BL / 6J sdo o pano de fundo preferido para
manipulagfes genéticas, isso promoveu o desenvolvimento do modelo EAE nessa
cepa (NVANA BJELOBABA et al2018)
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5 CONCLUSOES

Com base na revisdo bibliografica realizada nesse trabalho, e a vivéncia no
nosso laboratério podemos concluir que existem diversos modelos animais para
tentar reproduzir as caracteristicas da doenca Esclerose Mdltipla.

Importante enfatizar que nao existe o modelo animal perfeito para a Esclerose
Multipla, uma vez que essa doenca é um disturbio totalmente humano.

Os processos patolégicos na EM sdo multiplos e heterogéneos e, portanto, modelos
animais aplicados nos permitem estudar aspectos diferentes e muito disti ntos da
doenca, em vez de toda a sua complexidade. Um dos modelos animais de EM
aplicados com mais frequéncia € o EAE, e dos varios protocolos de EAE, a doenca
induzida por MOG35-55 em camundongos C57BL6 € em muitos laboratorios o
primeiro método de escolha.

Em seguida, considerando a limitagdo de todos o0s modelos de
comportamento usados para reproduzir patologias humanas, selecionamos aquele
usado com frequéncia e aceitavel para estudos de EM (BRAIN PATHOLOGY, 2017).
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APENDICE
o Descricdo da parte pratica realizada durante o0 estagio de
Especializacao.
o Experimento realizado para avaliacdo da sensibilidade dolorosa

camundongos C57BL/6.

1. Descricdo da parte pratica realizada durante o estagio de Especializacdo. A
partir de junho iniciou-se a pratica profissional no Laboratério de Dor e

Sinalizacdo do Instituto Butantan sob orientacdo da Doutora Gisele Picolo.

Uma das linhas de pesquisa do laboratdrio € o tratamento da dor na
Esclerose Mdltipla com toxinas animais, bem como avaliacdo dos mecanismos
envolvidos no efeito destas toxinas. Este estudo despertou meu interesse
desde o principio, portanto acompanhei seu desenvolvimento e foquei meu
aprendizado neste tema.

Inicialmente foi realizado o aprendizado da manipulacdo de animais
(camundongos) no biotério do laboratério de Dor e Sinalizacdo do Instituto
Butantan, onde aprendi as diferentes vias de administragdo de drogas em
camundongos, auxiliada pela pos-doutoranda do laboratorio Louise Vieira. A
seguir, aprendi como séo realizados os cortes histoldgicos de ganglios da raiz
dorsal da medula espinal, no equipamento criostato também supervisionados
pela pds-doutoranda Louise Vieira. Nos ganglios da raiz dorsal € que estdo
localizados os corpos celulares de neurdnios que conduzem dor. Meu
treinamento na administragcdo de compostos por diferentes vias (subcutanea,
intraperitoneal, oral e endovenosa) bem como a realizacdo de cortes
histoldgicos durou duas semanas.

Na sequéncia tive a oportunidade de acompanhar todo o processo de
inducdo da encefalomielite autoimune experimental (EAE) nos animais,
juntamente com as doutorandas Aline Gardini e Morena Brazil Martins
SantAnna. Neste processo, pude aprender a preparar o0 protocolo de
imunizacdo (com o cdalculo das doses e concentracbes dos compostos
utilizados), o preparo dos compostos (imundgeno, que consiste em 200 ug de

MOG35-55 em adjuvante incompleto de Freund, contendo 5 mg/ml de M.
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tuberculosis, bem como 200 ng de toxina pertussis injetada em 0 e 48 h apos a

imunizacéo.

Acompanhei a imunizagdo dos animais bem como a avaliacdo das
alteracdes de sensibilidade dolorosa e a evolugdo dos sinais clinicos.

Os sinais clinicos foram avaliados por um score clinico de 0 a 5, sendo
0, auséncia de sintomas; 1, perda do tbnus da cauda; 2, paralisia parcial dos
membros posteriores; 3, paralisia total de membros posteriores; 4, paralisia
total dos membros posteriores e parcial dos anteriores; 5, diminuicdo da
responsividade e morte (eutanasia). Animais que receberam grau 4 foram
avaliados 2 vezes ao dia e foram eutanasiados na ocorréncia de trés graus 4

consecutivos.

2. Avaliacao da sensibilidade dolorosa de camundongos C57BL/6 pelo modelo

do Von Frey eletronico.

Em paralelo ao descrito acima, houve um treinamento continuo no
modelo do Von Frey eletrénico (Figura 1) para aprendizado de avaliacdo da
sensibilidade dolorosa de animais frente a um estimulo mecéanico, segundo o
descrito por Cunha. (Cunha et al 2004)

Para a realizacdo do teste de Von Frey eletrbnico no dia do
experimento, os animais foram colocados em caixas de acrilico, suspensas
aproximadamente 30 cm da bancada, com fundo de arame, para permitir
acesso as patas, 30 minutos antes para adaptacdo. O experimento entdo foi
iniciado quando o0s animais permaneceram quietos, porém ser dormir. Foram
realizadas trés medidas com o equipamento de Von Frey na pata direita
traseira dos camundongos, que consistiu em estimulagédo da pata do animal, e
estes, quando apresentavam dor, apresentavam uma resposta de retirada da
pata, e neste momento o equipamento registrava a forca (g) necesséria para

esta reacao. A estimulacao foi repetida até obter-se trés medidas similares.

ApoOs a realizacdo da medida inicial, os animais foram injetados com

carragenina (0,7 mg em 200 ul) por via intraplantar. Duas horas apés, 0s
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animais receberam morfina (1,0 mg em 400 ul), por via subcutanea, ou salina
como controle. Uma hora apds, foi realizada medida final.

Os resultados demonstram que a carragenina induz reducdo no limiar
nociceptivo dos animais, acarretando hiperalgesia (indicativo de dor), enquanto
a morfina ndo sO reverteu a hiperalgesia mas também induziu aumento no
limiar em relacdo a medida inicial (Figura 2), confirmando assim seu efeito

analgésico e o aprendizado da metodologia.

Fgura SEQ Fgura \* ARABIC 1 - Teste de presséao crescente na pata de ratos (von Frey eletrénico)

Fonte: DOR ONLINE. Métodos experimentais para o estudo da dor, [2014]. Disponivel em:
http://Awww.dol.inf.br/HtmI|/Metodos Experimentais.html. Acesso em:23jan.2020.

Fgura SEQ Fgura \* ARABIC 2 - Teste de presséo crescente na pata de ratos (von Frey eletrdnico)

Fonte: DOR ONLINE. Métodos experimentais para o estudo da dor, [2014]. Disponivel em
http:/iwww.dol.inf.br/Htm|/Metodos Experimentais.html. Acesso em: 23 jan. 2020.


http://www.dol.inf.br/Html/MetodosExperimentais.html
http://www.dol.inf.br/Html/MetodosExperimentais.html
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M Medida inicial
8- B Medida final

Limiar de dor (g)

Salina Morfina

Tratamentos

Fonte: prépria autora.

Figura 3 - Limiar noceptivo de dor — Avaliagdo das alteragBes na sensibilidade dolorosa de animais
imunizados por carragenina. A sensibilidade dolorosa dos animais foi avaliada pelo modelo de von Frey
eletrénico . Os animais foram injetados com carragenina (0,7 mg em 200 ul) por via intraplan tar. Duas
horas apés, os animais receberam morfina (1,0 mg em 400 ul), por via subcutanea, ou salina como
controle. Uma hora apés. Os animais foram avaliados diariamente quanto a sensibilidade dolorosa. Os
dados representam amédia = e.p.m.de 4 animais por grupos. (**) p<0,05 em relagdo ao grupo controle.



