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Resumo

A Esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória, desmielinizante do sistema 

nervoso central (SNC). Sua etiologia é desconhecida, porém, sua progressão se 

deve a ocorrência de uma importante resposta auto-imune. O acetato de glatirâmer 

(AG) é um medicamento utilizado em pacientes com esclerose múltipla e é 

constituído por um copolímero de 4 peptídeos homólogos à proteína básica da 

mielina (MBP), capaz de diminuir a exacerbação e o número lesões da doença. 

Pouco se sabe sobre o impacto do tratamento com AG sobre o SNC, 

principalmente, se este medicamento influencia na estabilidade das sinapses 

medulares durante o curso da doença. Uma molécula importante para a 

manutenção do SNC é o complexo de histocompatibilidade principal de classe I 

(MHC I), que participa na regulação homeostática e função sináptica. Para este 

estudo, utilizamos o modelo animal da EM, a Encefalomielite Autoimune

Experimental (EAE) e a avulsão de raízes motoras da medula espinhal para 

investigar a plasticidade sináptica e reatividade glial sobre o efeito do AG no SNC.

A doença (EAE) foi induzida em camundongos C57BL/06 que foram dividivos em 4

grupos. Trinta animais foram submetidos à EAE e  tratados com AG, sendo 15 

tratados até o surto da doença e 15 tratados até a fase de remissão dos sinais 

clínicos. Para o grupo placebo, 30 animais foram tratados com solução salina e 

foram divididos também em 2 sub-grupos, com 15 animais tratados até o surto e 15 

tratados até a remissão. Já a avulsão (AV) foi realizada em 20 ratos Lewis que 

foram divididos em 2 grupos com 10 animais cada, um grupo tratado com AG e um 

grupo tratado com placebo (salina) por 14 dias. Os resultados dos camundongos 
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submetidos a EAE foram analisados por imunoistoquímica (n=5) e Western blotting

(n=5). Uma análise qualitativa dos motoneurônios medulares e suas aferências 

também foi realizada através de microscopia eletrônica de transmissão (n=5). Os 

ratos avulsionados (n=20) foram divididos em grupos de 10 animais para o estudo 

imunoistoquímico e 10 para avaliação neuronal. Os resultados mostram que o AG 

tem a capacidade de diminuir a expressão de MHC classe I nos camundongos com 

EAE e nos ratos submetidos AV; também influencia a manutenção de sinapses e 

regula parte do processo inflamatório desenvolvido pela doença ou pela lesão 

mecânica. Houve uma diminuição, em ambos os experimentos (EAE e avulsão), da 

expressão da proteína astrocitária, GFAP- glial fibrillary acidic protein, assim como 

uma diminuição da reatividade microglial observada por Iba-1. Através da 

imunomarcação das sinapses na coluna anterior da medula espinhal, pode-se 

observara maior preservação desses inputs nos animais tratados. A avaliação da 

sobrevivência neuronal realizada nos ratos submetidos à AV também mostrou 

maior preservação de motoneurônios nos animais tratados. Portanto, o AG parece 

exercer um papel relevante no SNC diminuindo a expressão de MHC I e 

proporcionando melhor estabilidade sináptica e preservação neuronal, tanto em 

uma situação de lesão autoimmune quanto após traumas mecânicos no SNC. 



xii

Abstract

   Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease, which 

etiology is unknown. Although it is the result of a major autoimmune response. The 

Glatiramer acetate (GA) is a drug used to treat MS and is composed by four

peptides homologous to the myelin basic protein (MBP), that is able to reduce the 

exacerbation and injuries to the CNS. Nevertheless it is possible that GA develops a 

direct effect on the CNS by modulating the expression of the major 

histocompatibility complex of class I (MHC I), which has recently been involved in 

the synaptic plasticity process. For this study an animal model for MS was used, 

namely the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) as well as the spinal 

motor root avulsion (AV) was used to investigate the synaptic plasticity and glial 

react in the CNS after GA treatment. EAE was induced in C57BL/6 mice which were 

divided into 4 groups. Thirty animals were induced to EAE and treated with GA, 15 

animals were treated until the placebo group reached the exacerbation of the 

disease and other 15 animals were treated until the remission phase. The placebo 

treated group, treated up to the followed same procedures of the GA treated groups. 

However the animals were given only saline solution. In this way, 15 animals were 

treated up to the exacerbation phase and 15 animals were treated until the 

remission phase. The AV it was performed in 20 Lewis adult rats that were divided 

into 2 groups with 10 animals each. The first group was treated with GA (n=10) and 

second group was treated with saline (n=10) for 14 days. The treatment was 

initiated soon after the lesion. The EAE results were analyzed by 

immunohistochemistry (n = 5), Western Blotting (n = 5) and a qualitative analysis of 

spinal motoneurons and their afferents was also performed by transmission electron 

microscopy (n = 5). Avulsed animals (n=20) were divided into groups for the

immunohistochemichal study (n=10) and for neuronal survival counting (n=10). The 

results showed that GA has the ability to decrease MHC class I expression in mice 

with EAE and in rats after AV. In this way, influences the synaptic plasticity and 

inflammatory processes regulation during the disease and after a mechanical injury.

There was a decrease in astrocyte reactivity (GFAP-glial fibrillary acidic protein

expression) and a decrease in microglial reactivity observed by Iba-1. Expression 
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analyses immunolabeling was more preserved after GA administration and the

neuronal count performed in the AV rats also showed increased motoneurons 

survival. Taken together, the present results indicate that GA plays a role in the 

CNS by reducing the MHC class I expression in the spinal cord and environmental. 

Thus providing better synaptic stability and neuronal preservation during the course 

of EAE and CNS lesion.



xiv

LISTA DE ABREVIATURAS

AG- Acetato de glatirâmer

APC- Células apresentadoras de antígeno

AV- Avulsão

BDNF- Fator neurotrófico derivado do cérebro

BHE- Barreira hemato-encefálica

BSA- Albumina de soro bovino

CNS- Sistema Nervoso Central

EAE- Encefalomielite Autoimune Experimental

EM- Esclerose Múltipla

GA- Acetato de Glatiramer

GFAP- Proteína ácida fibrilar glial

IL- Interleucina

IFN- Interferon

MBP- Proteína básica de mielina

MET- Microscopia eletrônica de transmissão

MHC- Complexo de histocompatibilidade principal

MOG- Glicoproteína de mielina de oligodendrócitos

MS- Esclerose múltipla

PBS- Tampão salina fosfato 

PLP- proteína do proteolipídio

SDS- Dodecil sulfato de sódio

SN- Sistema Nervoso

SNC- Sistema Nervoso Central

SNP- Sistema Nervoso Periférico

TBS-T- Tampão Tris-Tween20

TNF- Fator de crescimento de transformação 

Th1- Células T auxiliaries 1

Th2- Células T auxiliaries 2

TNF- Fator de necrose tumoral



xv

LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Imunomarcação anti-MHC I na coluna ventral da medula espinhal

Figura 2-Quantificação da imunomarcação anti- MHC I no surto da EAE

Figura 3- Quantificação da imunomarcação anti- MHC I na remissão da EAE

Figura 4- Imunomarcação anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal

Figura 5- Quantificação da imunomarcação anti- sinaptofisina no surto da EAE

Figura 6- Quantificação da imunomarcação anti- sinaptofisina na remissão da EAE

Figura 7- Imunomarcação anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal

Figura 8- Quantificação da imunomarcação anti- GFAP no surto da EAE

Figura 9- Quantificação da imunomarcação anti- GFAP na remissão da EAE

Figura 10- Imunomarcação anti-Iba1 na coluna ventral da medula espinhal

Figura 11- Quantificação da imunomarcação anti- Iba1 no surto da EAE

Figura 12- Quantificação da imunomarcação anti- Iba1 na remissão da EAE

Figura 13- Western blotting para proteína MHC I e gráfico da quantificação no surto e 

remissão da EAE 

Figura 14- Western blotting para proteína GFAP e gráfico da quantificação no surto e 

remissão da EAE 

Figura 15- Western blotting para proteína Sinaptofisina e gráfico da quantificação no surto e 

remissão da EAE

Figura 16- Micrografia eletrônica de transmissão de motoneurônios medulares da coluna 

ventral da medula espinal no surto da EAE.

Figura 17- Morfologia dos corpos neuronais do núcleo motor de ratos submetidos a avulsão 

das raízes motoras.

Figura 18- Imunomarcação anti- sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal e gráfico 

mostrando a quantificação da imunomarcação

Figura 19- Imunomarcação anti- GFAP na coluna ventral da medula espinhal e gráfico 

mostrando a quantificação da imunomarcação

Figura 20- Imunomarcação anti- Iba1 na coluna ventral da medula espinhal e gráfico 

mostrando a quantificação da imunomarcação



xvi

SUMÁRIO

Resumo                                                                                                                                      x

Abstract                                                                                                                                      xii

Lista de Abreviaturas     xiv

Lista de Figuras                                                                                                                          xv

1. Introdução   1

   1.1 Esclerose Múltipla                                           1

   1.2 Encefalomielite Autoimune Experimental   2

   1.3 O Complexo de Histocompatibilidade classe I no SNC   5

   1.4 Acetato de glatirâmer   7

   1.5 Astrócitos e microglia   9

   1.6 Avulsão das raízes motoras da medula espinhal   11

2. Justificativa   13

3. Objetivos   15

   3.1 Objetivos Gerais   15

   3.2 Objetivos específicos   15

4. Materiais e métodos   16

   4.1 Animais   16

   4.2 Indução da EAE   17

   4.3 Avulsão das raízes motoras   17

   4.4 Tratamento com Acetato de Glatirâmer   18

  4.5 Sacrifício dos animais e processamento para Imunohistoquímica   19

   4.6 Análise da Sobrevivência Neuronal   20

   4.7 Sacrifício dos animais e extração de proteínas   21

   4.8 SDS PAGE e Western Blotting   21

   4.9 Processamento e análise dos espécimes para microscopia eletrônica de transmissão       22

  4.10 Análise das secções ultra-finas                      23

  4.11 Análise estatística         24

5. Resultados         25

  5.1 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sináptica durante o curso da EAE             25

  5.1.1 Aumento da expressão de MHC I em animais submetidos a EAE                      25

  5.1.2 Diminuição da imunoreatividade para sinaptofisina em animais submetidos à EAE       28



xvii

  5.1.3 Diminuição da astrogliose reativa em animais tratados com AG                     31

   5.1.4 Diminuição da reatividade da microglia em animais tratados com AG                      34

   5.1.5 Aumento das proteínas MHC I, Sinaptofisina e GFAP nos animais

            submetidos a EAE                                         37

   5.1.6 Alterações ultraestruturais na medula espinhal após a EAE e tratamento com AG         42

5.2 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sináptica após AV da raiz motora                44   

   5.2.1 Influência do AG na sobrevivência neuronal após AV                      44

   5.2.2 Imunomarcação de Sinaptofisina, GFAP e Iba-1 após AV e tratamento com AG           46

6. Discussão          50

   6.1 Modelo animal da EAE         50

   6.2 Tratamento com AG após EAE e após avulsão das raízes motoras                       50

   6.3 Diminuição da expressão de MHC I no tratamento com AG na EAE                                 51

   6.4 Influência do tratamento com AG na preservação sináptica, astrogliose

         reativa e reatividade microglial após EAE                                    54

   6.5 Influência do tratamento com AG na preservação sináptica, astrogliose                            55

         reativa e reatividade microglial após avulsão das raízes motoras                 

7. Conclusões          57

8. Referências bibliográficas          58

9. Anexo                               64

  9.1 Glatiramer acetate positively influences spinal motoneuron survival and                         64

       synaptic plasticity after ventral root avulsion                                                                      



Universidade Estadual de Campinas 1

1. Introdução

1.1 Esclerose Múltipla

    A esclerose múltipla é uma doença inflamatória e desmielinizante de caráter 

autoimune que afeta o SNC (1, 2), atingindo duas vezes mais mulheres que 

homens. Prevalece em indivíduos caucasianos, que moram longe da linha do 

equador e o pico de incidência é na 3ª ou 4ª década de vida. Os sintomas mais 

comuns são: Sinal de Lhérmitte (parestesia na região da coluna cervical), 

parestesia de mãos e pés, ataxia dos membros (quando há lesões cerebelares), 

espasticidade, fadiga, neurite óptica com conseqüente diminuição da visão e dor 

neuropática (3).

   A EM é resultante de um ataque autoimune de linfócitos T. Patologicamente, a 

doença é caracterizada pela infiltração perivascular de linfócitos T do tipo CD4+

que produzem IL-2, interferon-gama (IFN-γ) fator de necrose tumoral-β (TNF- β). 

Estes promovem inflamação, ativação de macrófagos e destruição mielínica no 

encéfalo e medula espinhal (4, 5). Devido à quebra da Barreira Hemato-encefálica 

(BHE), as células T auto-reativas invadem o SNC e iniciam uma resposta 

inflamatória, que resulta na proliferação de astrócitos reativos, perda de axônios e 

oligodendrócitos, causando diversos distúrbios neurológicos (4). 

   As lesões da EM são caracterizadas pelo desenvolvimento de placas 

desmielinizantes, sendo que estas apresentam diferentes formações, dependendo 

do estágio da doença. Placas agudas apresentam infiltrados de linfócitos T e 

macrófagos acompanhados de atividade endotelial, edema, inchaço da mielina e 

perda de oligodendrócitos. Já placas de atividade crônicas e ativas apresentam 
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linfócitos nas regiões perivasculares e na zona de desmielinização. Placas 

crônicas e inativas apresentam uma cicatriz glial, redução do infiltrado inflamatório 

com poucos macrófagos, linfócitos e persistente presença de monócitos, células 

plasmáticas e células T. Há uma demarcação na margem de lesão com o tecido 

apresentando mielinização normal. Nos locais das placas há gliose, redução ou 

ausência de oligodendrócitos e perda axonal (1). 

1.2 Encefalomielite autoimune experimental

   O método de indução da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) tem 

sido estudado há muitos anos, desde as vacinas de Pasteur. As primeiras 

observações vieram dos efeitos colaterais da pós-vacinação para encefalomielite. 

Esta reação provocava uma resposta contra antígenos neuronais e estudos da 

época foram realizados em macacos (6). Em 1947, Olitsky e Yager (7)

descreveram a indução de EAE em ratos albinos, estabelecendo a EAE como 

modelo para doenças autoimunes e inflamatórias do SNC.

   Atualmente a EAE pode ser induzida em macacos, porcos, ratos ou 

camundongos. A doença pode se apresentar monofásica, com um episódio agudo 

de paralisia, seguido de completa recuperação, ou apresentar-se no modo 

remitente/recorrente, que envolve ciclos múltiplos de inflamação, havendo 

recuperações parciais entre os surtos (8).

  A EAE pode ser induzida de variadas formas. Contudo, alguns antígenos têm 

sido largamente utilizados como a proteína básica de mielina (MBP), a proteína do 

proteolipídio -PLP- ou a glicoproteína da mielina de oligodendrócitos (MOG). Esta 

última apresenta um forte potencial encefalitogênico em camundongos sendo, 
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portanto, a mais utilizada para a imunização desses animais; também apresenta 

maior habilidade de produzir respostas específicas de células T no SNC (9-12).

   A indução da EAE em camundongos C57BL/6 pode ser realizada com o 

peptídeo 35-55 de MOG (MOG35-55), sendo este o menor componente mielínico do 

SNC que atua como antígeno e induz respostas de células T e B. Este modelo 

produz áreas de infiltrado inflamatório mononuclear na periferia da substância 

branca da medula espinhal, associado com desmielinização local. Nesses 

infiltrados há macrófagos, linfócitos B e células T αβ (alfa beta) e células T γδ

(gama delta) (13). 

   Observando-se o processo inflamatório na EAE há um acúmulo de leucócitos 

no espaço perivascular, envolvendo vesículas do neurópilo, meninges e plexo 

coronóide, há interações com o endotélio, quebra da BHE e o afluxo de leucócitos 

da corrente sanguínea para o espaço perivascular (14, 15).

    Os linfócitos T CD4+, particularmente, têm se apresentado como um dos 

principais causadores para a indução da EAE. Contudo, após a indução da 

doença, outros tipos celulares de células mostram-se importantes para a 

expressão da doença. Observou-se que as células T auto-reativas são ativadas na 

periferia, proliferando no tecido linfóide periférico e depois migram para o SNC (16, 

17).

   Embora a ativação de células T CD4+ seja um dos principais fatores para o 

sucesso da indução da EAE, também células de linhagem macrofágicas como 

células microgliais residentes no SNC e infiltrados de monócitos sanguíneos são 

responsáveis pela destruição tecidual e desmielinização. Essas células requerem 
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informações das células T CD4+ sob forma de liberação de citocinas para serem 

ativadas (18, 19). 

   A inflamação e a desmielinização é reduzida quando o camundongo recupera os 

sinais clínicos e, portanto, inicia-se um processo de resolução das mudanças 

histopatológicas (20).

   A fase de remissão da EAE parece estar correlacionada com o aumento dos 

níveis do mRNA de IL-4 e IL-10 no SNC (21, 22). A administração de IL-4 

apresentou efeitos benéficos na remissão da doença.(23) A IL-10 parece ter um 

papel dominante na regulação da EAE em camundongos que sofreram a forma 

não remitente da doença (24, 25). Em outro estudo, camundongos trangênicos 

para IL-10 são protegidos da doença (24, 26). Tanto IL-4 quanto IL-10 são 

produzidas por células Th2, importantes para a função de melhora dos sinais 

clínicos (27). 

   O fator de crescimento tumoral β (TGF-β) também apresenta função regulatória 

na EAE, já que sua administração reduz a severidade da doença (23, 28). 

Acredita-se que tais efeitos possam advir da inibição da expansão de células T 

e/ou a inibição direta da atividade dos macrófagos nos focos de lesão, controlando 

a resposta inflamatória (29).

  Como anteriormente mencionado, a EAE apresenta uma complexa rede de 

citocinas envolvidas com a doença. O estudo recente de Menges et al (30)

mostrou que a administração in vitro de MOG 35-55 e TNF-α em células 

dendríticas conseguiu proteger camundongos da EAE. As células dendríticas 

conduziram uma expansão da população de células T CD4+ que produzem IL-10. 
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No entanto, o uso de IL-10 bloqueia apenas parcialmente a susceptibilidade a 

EAE.

1.3 O complexo de histocompatibilidade principal de classe I no SNC 

   O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) é um conjunto de proteínas 

especializadas, que são codificadas por genes altamente polimórficos. Eles têm 

como função no sistema imunológico apresentar antígenos ligados às células para 

serem reconhecidas pelas células T. Existem 2 tipos principais de produtos dos 

genes de MHC, chamado moléculas de classe I, que apresentam peptídeos aos 

linfócitos citolíticos CD 8+ e as moléculas de classe II que os apresentam às 

células T auxiliares CD 4+ (5).

   O MHC I apresenta em sua estrutura uma cadeia pesada, chamada 

microglobulina beta-2 e 9-11 aminoácidos gerados de degradação proteosomal 

(31).

   Acreditava-se que os neurônios não seriam capazes de expressar algumas 

moléculas do Sistema Imunológico, como o MHC, pois o SNC seria considerado 

“imunoprivilegiado”, já que a BHE é uma proteção contra agentes patógenos. 

Porém, novos estudos provaram a existência dessa molécula em sinalizações 

neurais e mudanças dependentes da conectividade sináptica (31).

   Demonstrou-se que o MHC I é expresso por neurônios e que essa expressão é 

importante para o desenvolvimento do cérebro adulto e o nível de MHC I pode ser 

regulado por atividade elétrica endógena e exógena. Outros estudos também 

observaram que o MHC I é importante para o desenvolvimento plasticidade adulta 
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em uma resposta a lesões. Assim, surge um novo papel para a molécula de MHC I 

no SNC (32, 33).

   Há alguns anos, Huh e colaboradores demonstraram, em estudo que 

camundongos transgênicos (incapazes de expressar MHC I), apresentavam uma 

falha no processo de segregação das aferências provenientes da retina para o 

corpo geniculado lateral, durante o processo de desenvolvimento do Sistema 

visual, ou seja, não havia uma remoção das conexões sinápticas extranumerárias 

durante o desenvolvimento (34).

   Seguindo essa pesquisa Oliveira e colaboradores, investigaram em 

camundongos deficientes para a expressão da proteína microglobulina beta-2 

(subunidade do complexo de MHC) a hipótese de que a eliminação sináptica, após 

uma axotomia do nervo isquiático fosse também dependente da presença do MHC 

I. Como resultado, observou-se que animais deficientes para a microglobulina 

beta-2 apresentaram maior eliminação sináptica, principalmente nos terminais 

inibitórios, comparado com os animais normais (C57BL/6). Este resultado mostra 

que a expressão de MHC I é necessária na estabilização seletiva de sinapses 

inibitórias, ajudando para que o processo de retração ocorra de forma específica 

(32).

   Outro estudo sobre a capacidade regenerativa e a expressão de MHC I 

realizado com diferentes linhagens de camundongos, demonstrou que 

camundongos C57BL/6, que expressam relativamente menor quantidade de MHC 

I, apresentam menor potencial regenerativo e menor porcentagem de 

destacamento sináptico após lesão nervosa comparando-se com animais A/J, que 
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expressam maior quantidade de MHC I e apresentam melhor capacidade 

regenerativa e maior taxa de retração sináptica (35).

   Interessantemente, estudos têm mostrado que a expressão do MHC I é um 

importante fator para a resposta neuroglial na axotomia periférica, afetando o 

processo de plasticidade sináptica (32). É possível que a expressão de certos 

níveis da molécula de MHC-I pelos neurônios também seja reconhecida pela glia, 

ativando assim uma série de respostas que asseguram a homeostase, bem como 

resultem em uma gliose reativa associada à eliminação sináptica (36).

   

1.4 Acetato de glatirâmer (AG)

   O acetato de glatirâmer (AG; Copaxone) é uma mistura sintética composta de 

polipeptídeos com uma seqüência de 4 aminoácidos - acido L-glutamina, L- lisina, 

L-alanina e L-tirosina (23). Esse medicamento é uma droga imunomoduladora, 

aprovada para a utilização em indivíduos humanos com EM do tipo remitente-

recorrente. Muitos estudos se dedicaram a explicar o mecanismo de ação do AG 

(23, 37). O principal ponto que indica a eficácia do medicamento mostra que ele 

reativa células imunoregulatórias do tipo Th2 (38).

   A resistência à EAE e a recuperação dos sinais clínicos da doença é regulada 

pelo aumento de citocinas do tipo Th2 secretadas no SNC pelas células T 

regulatórias CD4+CD25+ e células B. A redução do número e a severidade dos 

surtos da EM ocorre no tratamento com o AG, ele também induz adicionamente, a 

expressão de citocinas antiinflamatórias e BDNF (brain-derived neurotrophic 

factor), estimula a microglia e astrócitos a expressarem IL-10 e TGFβ (Fator de 

crescimento e tranformação-β), favorecendo uma resposta imune do tipo Th2. 
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Esses resultados indicam que o AG colabora com a neuroproteção e regeneração 

de elementos neurais no SNC (39-42).

   Segundo o estudo de Blanco e colaboradores (43), o tratamento de pacientes 

com AG por 24 meses promoveu uma diminuição de citocinas pró-inflamatorias 

como INF- e IL-2 produzidas pelas células T CD4+ e CD8+. Essas mudanças 

foram associadas com o aumento de células T CD4+CD45RA+ e CD3+ e da 

produção de BDNF.

   Kayhan e colaboradores (44) mostraram que o óxido nítrico também é um 

importante mediador envolvido na EAE e na EM. O tratamento com AG resultou 

numa diminuição dos níveis dessa molécula, apresentando uma atenuação dos 

sintomas da doença. A secreção de óxido nítrico induzido pela citocina IL-1β 

apresentou diminuição, embora os níveis de óxido nítrico modulados pela IL-10 e 

IL-13, tenham aumentado. O AG também induz um aumento na produção de IL-10 

pelos linfócitos T (37, 42).

   Recentemente, um estudo mostrou que o AG tem a capacidade de afetar o 

processo de desmielinização e remielinização de camundongos com EAE, já que 

o AG aumenta a proliferação, diferenciação e sobrevivência das células 

progenitoras de oligodendrócitos (45).

   O AG é um imunomodulador e apresenta um mecanismo de ação diferente dos 

outros medicamentos, pois ele inicialmente apresenta uma forte ligação com o 

MHC e, consequentemente, gera uma competição com os vários antígenos de 

mielina para a apresentação para as células T. Assim, ocorre uma modificação na 

freqüência com que a doença apresenta seus sintomas no paciente, 
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provavelmente afetando as propriedades das células apresentadoras de antígeno 

como monócitos e células dendríticas. 

1.5 Astrócitos e microglia

   Os astrócitos e a microglia são células gliais do SNC. Os astrócitos estão 

intimamente associados aos vasos sanguíneos e seus finos processos ficam em 

contato com a face vascular. O processo de interação entre os astrócitos e as 

células endoteliais ocorre bilateralmente, pois as células endoteliais são 

fundamentais no papel de regulação e maturação dos astrócitos, que tem uma 

importante função na formação e manutenção da BHE, protegendo o SNC (46, 

47).

   Alguns trabalhos mostram que os astrócitos expressam moléculas de MHC II e 

podem servir como células apresentadoras de antígeno (APC) para linfócitos 

CD4+ durante a fase inflamatória inicial da EM (48, 49). Não obstante, os 

astrócitos podem também apresentar um papel neuroprotetor, tendo-se em vista 

que se comunicam com os neurônios através da liberação de ácido glutâmico, por 

outro lado durante a isquemia ou processo inflamatório há um excesso de 

liberação de glutamato e os astrócitos são capazes de prevenir a morte neuronal 

pela excitotoxidade. Os astrócitos também regulam o pH e a concentração de 

potássio no meio extracelular, promovem suporte físico para os neurônios e 

também isolam sinapses, limitando a dispersão de neurotransmissores (50).

   Os astrócitos apresentam um importante papel na formação da cicatriz glial após 

uma lesão do SNC ou morte celular, pois rapidamente respondem com o aumento 

de GFAP (proteína ácida fibrilar glial), associada com a astrogliose (48). Também 
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há o aumento do reparo tecidual e mudança na composição da matriz extracelular, 

inibidores de proteases, fatores tróficos e citocinas. No caso de lesão mecânica, 

os astrócitos se tornam hipertróficos nas margens do foco da injuria e estendem 

numerosos processos finos entre si (51). Eles também apresentam função 

relacionada à diminuição da intensidade de respostas pró inflamatórias, pois 

produzem várias citocinas imunosupressoras, incluindo-se o TGFβ (48), a IL 10  

(52, 53), o INFα (54) e o IFNβ (55). O desenvolvimento da EAE está fortemente 

associado às células Th1. Assim, foi demonstrado que várias citocinas 

relacionadas à resposta do tipo Th1 são aumentadas durante a fase aguda ou na 

fase de recorrência dos sinais clínicos, porém isso não ocorre na fase de remissão 

(56, 57).

   Tanto a microglia derivada do SNC, quanto macrófagos vindos do sangue, são 

fundamentais no estágio da desmielinização autoimune da EAE e EM. Eles têm 

um importante papel como células apresentadoras de antígeno (58) e 

secundariamente no recrutamento de células T, granulócitos e macrófagos. 

Também produzem uma série de substâncias potencialmente danosas, como o 

óxido nítrico, TNFα, IL-1β. A IL-1β mostrou que, em cultura de células gliais, é 

capaz de ativar a produção de glutamato, que em quantidades aumentadas causa 

morte de células oligodendrogliais (59). Da mesma forma, o óxido nítrico está 

caracteristicamente associado a lesões inflamatórias (60-63).

   O infiltrado de macrófagos no SNC e a ativação da microglia são provavelmente 

a principal fonte de liberação da grande quantidade de glutamato após ativação in 

vitro. A excitotoxidade pode ser um importante fator para EM e EAE, sendo que 

altos níveis de glutamato foram observados no líquido cerebroespinhal de 
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pacientes com EM. A inflamação associada à EM gera um aumento dos 

receptores de glutamato nos axônios no centro das lesões do SNC e na 

vizinhança, ativando os astrócitos (64). Tal fato pode predispor essas células aos 

danos excitotóxicos derivados da glia. Danos axonais são particularmente intensos 

nos primeiros estágios da doença (65). 

   A microglia tem como função a remoção, por fagocitose, de células lesadas.  Na

esclerose múltipla (EM), as células mielínicas são largamente lesionadas, 

resultando em uma perda da cobertura axonal da substância branca do SNC. 

Ainda, essas células apresentam um papel importante na indução da fase de 

remissão da doença (66).

   Além de ser uma fonte de fatores neurotóxicos de ativação, a microglia tem sido 

implicada na iniciação e progressão da EM, tendo como alvo a mielina (67).

Segundo estudo de Matsumoto e colaboradores, análises imunoistoquímicas feitas 

em ratos Lewis, submetidos à EAE mostraram que, no surto da doença, houve 

maior proliferação da microglia, e nas remissões houve a formação de tecido 

cicatricial, devido à astrogliose (68).

1.6 Avulsão das raízes motoras da medula espinhal

   As lesões traumáticas que acometem a medula espinhal e envolvem morte 

neuronal, geram uma perda permanente de função. Um modelo experimental para 

investigar a degeneração neuronal adulta é a avulsão das raízes nervosas (AV), 

que consiste no arrancamento das raízes motoras da superfície da medula 

espinhal, causando uma desconexão entre o corpo neuronal e o alvo muscular. A 

proximidade da lesão e sua localização na interface do SNC e do SNP, resulta em 
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uma perda neuronal de até 80% durante as 2 primeiras semanas pós lesão (69-

71).

   Adicionalmente, após a lesão pode ser observado edema do corpo celular, 

deslocamento do núcleo para a periferia da célula e dissolução da substância de 

Nissl. Durante a AV nota-se uma reação inflamatória local, com vigorosa ativação 

da glia residente, podendo afetar circuitos espinhais, gerando uma perda aguda e 

reorganização das sinapses (71). Todas essas alterações presentes nos corpos

celulares dos neurônios são chamadas em conjunto de cromatólise (72).

   Lesões axonais no SNC e no SNP resultam em degeneração retrógrada e morte 

celular. Assim alguns fatores podem influenciar a evolução e severidade desse 

processo, como a distância entre o sítio da lesão e o corpo do neurônio, a 

localização dos neurônios axotomizados e a idade do animal. A maioria dos 

neurônios localizados no SNC degenera após uma axotomia proximal. Já 

neurônios localizados no SNP geralmente sobrevivem e regeneram (73).

   Devido a todas essas alterações conhecidas, novos tratamentos exógenos com 

drogas e fatores neurotróficos podem influenciar positivamente a sobrevivência 

neuronal e a regeneração axonal (71). Recentemente, um estudo mostrou que a 

massiva perda sináptica dos neurônios motores isquiáticos durante o curso da 

EAE contribui para a origem dos sinais clínicos da doença, abrindo, portanto, uma 

possibilidade para o papel das drogas imunomoduladoras na sobrevivência 

neuronal e para estabilização das redes sinápticas (74).
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2. Justificativa

   A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica, auto-imune, que 

afeta o SNC. Caracteriza-se pela desmielinização focal e grau variado de perda 

axonal. Ocorre em adultos jovens, principalmente no sexo feminino e na raça 

branca. Há locais com alta prevalência da doença, como no norte da Europa, 

Estados Unidos, sul do Canadá, normalmente países afastados da linha do 

equador. Acredita-se que atualmente 2-5 milhões de pessoas no mundo sofram da 

doença (75). A EAE é um modelo experimental da doença, podendo ser aplicado 

em diferentes espécies de animais.

   A avulsão de raízes motoras da medula espinhal é uma lesão mecânica que 

provoca degeneração de neurônios motores e intensa atividade astroglial no 

microambiente lesionado. Os motoneurônios que sobrevivem à lesão podem se 

regenerar após um reimplante de raiz nervosa. Porém isto normalmente não é 

suficiente para a recuperação. Assim, novas terapias farmacológicas estão sendo 

adotadas em situações de morte neuronal, visando a neuroproteção das células 

lesadas. Essa alternativa pode ser também ser utilizada em doenças 

neurodegenerativas como a esclerose múltipla.

   O AG é um medicamento utilizado em indivíduos com EM e tem como função 

reduzir a freqüência das remissões da doença, induzindo respostas de células Th2 

e aumentando a expressão de citocinas anti-inflamatórias (76).

   As moléculas de MHC classe I apresentam mecanismos de comunicação e 

sinalização entre neurônios e glia no SNC, lesões como a EAE e a avulsão 

provocam modificações no microambiente medular e o conhecimento dos meios 
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de comunicação das células nervosas é muito importante para a modulação das 

respostas frente aos danos do SNC.

   Portanto este trabalho investigou a plasticidade sináptica, a astrogliose reativa 

relacionando com a expressão de MHC de classe I. Também a sobrevivência 

neuronal dos animais avulsionados sob ação do AG foi investigada. Acreditamos

que os resultados provenientes deste estudo possam auxiliar no refinamento das 

atuais estratégias de tratamento da EM e lesões traumáticas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

   Avaliar o efeito neuroprotetor e de modulação da expressão da molécula de 

MHC I pelo Acetato de Glatirâmer em animais com EAE ou submetidos à avulsão 

de raízes motoras.

3.2 Objetivos Específicos

A) Correlacionar a expressão do MHC I com a densidade sináptica através da 

expressão de sinaptofisina.

B) Verificar a astrogliose reativa nas adjacências dos motoneurônios com 

expressão de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein).

C) Analisar a reatividade microglial através da imunomarcação anti-IBA-1.

D) Quantificar a expressão de GFAP, IBA-1, sinaptofisina e MHC-I, através de 

Western blot.

E) Realizar um estudo ultra-estrutural qualitativo das sinapses em aposição ao 

corpo celular e dendritos proximais de motoneurônios alfa no surto e remissão da 

EAE.

F) Analisar o impacto do tratamento com AG na sobrevivência neuronal durante o 

período agudo após avulsão das raízes motoras.
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4. Material e métodos

4.1 Animais

   Foram utilizados neste trabalho camundongos C57BL/6J (20-25g), fêmeas com 

7 semanas para a indução da EAE. Para a avulsão de raízes motoras medulares 

foram utilizados ratos inbred da linhagem LEWIS/H(~250g), fêmeas com 8 a 10 

semanas. Os animais foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Todos os 

experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética na 

experimentação animal, tendo sido aprovados pela comissão de ética na 

experimentação animal CEEA-IB-UNICAMP, protocolo número 1316-1.

   Os camundongos submetidos a EAE foram divididos em 5 grupos: Controle 

(sem a doença); EAE tratados com placebo (solução salina) e sacrificados durante 

o surto; EAE tratados com AG e sacrificados no surto; EAE tratados com placebo 

e sacrificados na remissão; EAE tratados com AG e sacrificados na remissão. Em 

cada grupo havia 15 animais, pois 5 deles foram submetidos à análise por 

imunoistoquímica, 5 à análise por Western Blotting e 5 animais para analise de 

microscopia eletrônica de transmissão.

   Os Ratos (n=20) foram divididos em 2 grupos. O primeiro foi tratado com AG e o 

segundo foi tratado com placebo (solução salina) por 14 dias após a avulsão. Os 

animais tiveram as raízes nervosas motoras, na região da intumescência lombar 

do lado direito, avulsionadas. O lado não avulsionado de cada animal foi utilizado 

como controle para a análise dos resultados. Dentro de cada grupo, 10 animais 
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foram utilizados para a realização da imunoistoquímica e 10 animais para a 

contagem de sobrevivência neuronal.  

4.2 Indução da EAE 

   A EAE foi induzida utilizando-se peptídeo MOG35-55 diluído em tampão fosfato de 

sódio (PBS pH 7.4 - 0,1M) e Mycobacterium tuberculosis (1,5 mg/ml; Difco) 

emulsificada com adjuvante completo de Freud. As aplicações foram realizadas 

bilateralmente na base da cauda de cada animal, contendo 50µl aplicados de cada 

lado. 200 ng de toxina Pertussis foram injetados por animal por via intraperitoneal 

no dia da imunização e 48 horas mais tarde.

Os animais foram avaliados diariamente para a verificação de sinais 

neurológicos da doença, utilizando-se uma escala funcional descrita na tabela 

abaixo:

Tabela 1: Classificação dos graus da EAE segundo Kerfoot e Kubes (77), que 

dividiram os sinais clínicos da doença em escala de 0 a 4, sendo organizada de 

forma crescente aos sinais clínicos. 

Score EAE Sinais clínicos

0 Ausência de sinais clínicos

1 Flacidez de cauda com paralisia

2
paralisia da cauda e fraqueza nos 

membros posteriores

3 paralisia dos membros posteriores

4
paralisia dos membros posteriores e 
fraqueza dos membros anteriores.
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4.3 Avulsão das raízes motoras

   Os animais foram anestesiados (60 mg/Kg de quetamina e 10mg/kg de xilasina; 

1:1 i.p), e tricotomizados. Em seguida, iniciou-se o processo cirúrgico com uma 

incisão dorsal paralela à coluna vertebral, na região torácica. A musculatura 

eretora da coluna vertebral foi então removida para a exposição das vértebras 

torácicas e uma laminectomia foi realizada em aproximadamente 3 vértebras, para 

que a intumescência lombar fosse exposta. A dura máter foi seccionada 

longitudinalmente e as raízes dorsais e ventrais localizadas e identificadas. Então, 

o procedimento de avulsão foi realizado nas raízes nervosas ventrais do lado 

direito, utilizando-se uma pinça tipo relojoeiro (n° 4). Nesse procedimento três 

raízes nervosas foram avulsionadas: L4, L5 e L6. Encerrados os procedimentos 

cirúrgicos, a musculatura e a pele foram suturados e os animais mantidos em 

biotério por um período de 14 dias sendo tratados com placebo ou AG.

4.4 Tratamento com acetato de Glatiramer (Copaxone)

   Os camundongos induzidos com a EAE foram tratados diariamente, com uma 

dose subcutânea de 0,05 mg/animal de uma solução contendo AG em tampão 

fosfato de sódio (PBS pH7.4 - 0,1M), por um período de 13 dias após a indução da 

EAE.  Outro grupo de camundongos induzidos com EAE foram tratados com uma 

solução salina (placebo) e o grau clínico desses animais foi avaliado diariamente e 

quando entraram no surto da doença (13 dias após a indução) todos os animais 

de ambos os grupos foram sacrificados.   

   Quanto aos camundongos que foram tratados até a fase de remissão da 

doença, o AG foi aplicado diariamente por 21 dias após a indução da doença; e 
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outro grupo de camundongos foi tratado com solução salina pelo mesmo período 

de 21 dias após indução. Nesse período foi possível observar melhora do quadro 

clínico desses animais.

   Os ratos avulsionados foram tratados diariamente, com uma dose de 0,5 

mg/animal de AG por um período de 14 dias após a cirurgia. Outro grupo tratado 

pelo mesmo período com uma solução salina (placebo), constituiu o controle. 

Todos os animais foram sacrificados no 14º dia após a cirurgia. 

4.5 Sacrifício dos animais e processamento para imunoistoquímica

   Todos os animais foram sacrificados com uma overdose de anestésico e em 

seguida submetidos à toracotomia e perfundidos transcardíacamente, com auxilio 

de uma bomba peristáltica (mini-Pump Variable Flow-VWR), com solução de 

salina tamponada (NaCl 0,9% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4), visando a 

lavagem total dos vasos e órgãos. Para a fixação foi realizada a perfusão com 

uma solução contendo formalina (formaldeído 10%) em tampão fosfato de sódio, 

pH 7,4. As intumescências lombares das medulas espinhais foram então retiradas, 

preservando sua morfologia.

   Depois dos espécimes dissecados e mantidos em fixador por 12 horas a uma 

temperatura de 4ºC, as medulas e raízes nervosas foram congeladas e incluídas 

em Tissue-Tek (Miles Inc., USA). Os cortes histológicos com 12 µm de espessura 

foram obtidos em criostato. 

   Para a realização da imunoistoquímica, as lâminas foram climatizadas e imersas 

em PBS 0,01M, sendo posteriormente incubadas em câmara úmida com 150µl de 

solução (BSA 3% e Triton X 0,025%) em PBS por 30 minutos. A seguir foram 
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aplicados os anticorpos primário, sendo o período de incubação de 18 horas. 

Foram empregados os seguintes anticorpos primários: anti-sinaptofisina, anti-

GFAP (glial fibrillary acidic protein), anti-Iba1 e anti-MHC-I. Em seqüência à 

primeira incubação, as lâminas foram lavadas em PBS 0,01M e incubadas com os 

anticorpos secundários conjugados com cianina (CY)-2 e/ou CY-3 (Jackson Lab; 

USA) por 45 minutos. Os espécimes foram lavados em PBS 0,01M e montados 

em glicerol/PBS 0,01M (3:1), sendo observados por microscopia de fluorescência

(Nikon, Eclipse TS100).

4.6 Análise da Sobrevivência neuronal

    Para a contagem de neurônios foram realizados cortes congelados, obtidos em 

criostato, da intumescência lombar da medula espinhal. Os cortes foram obtidos 

de forma alternada e corados com cresil violeta (coloração de Nissl). A contagem 

dos motoneuronios foi feita no núcleo motor dorso-lateral do corno anterior da 

medula espinhal do lado ipsilateral (lesionado) e contralateral (não lesionado) em 

vinte secções, ao longo da intumescência lombar, sendo o intervalo entre eles de 

48 µm. Apenas as células com o núcleo e nucléolo visíveis foram contadas. Para 

corrigir eventuais contagens duplas de neurônios, devido ao fato de um mesmo 

núcleo poder estar presente em duas secções, foi utilizada a fórmula de 

Abercrombie (78).

N=nt/(t+d)

Em que N é o valor corrigido de neurônios, n é o número de células contadas, t é a 

espessura entre uma secção e outra (48 µm) e d é o diâmetro médio do núcleo (20 
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µm).O diâmetro médio do núcleo foi calculado a partir de 30 neurônios distribuídos 

aleatóriamente em 3 secções representativas diferentes ao longo da 

intumescência lombar. A porcentagem de sobrevivência neuronal foi determinada, 

sendo esta definida como a razão percentual entre o número de motoneurônios 

ipsilateral e contralateral para cada grupo.

4.7 Sacrifício dos animais e extração de proteínas 

   O sacrificio dos camundonogs para a extração de proteínas e a retirada das 

medulas foi realizado da mesma forma descrita para Imunoistoquímica. Contudo, 

os animais foram perfundidos apenas com a solução salina tamponada (NaCl 

0,9% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4), não sendo utilizado o fixador. As 

amostras medulares  extraídas ao nível da intumescência lombar foram 

homogeneizadas por 1 minuto (Polytron; Kinematica) em uma solução 50µL/mg 

contendo 150 mM de NaCl, 0,5% Triton X100, 0,5mg EDTA/mL e 10µL/mL do 

coquetel inibidor de proteases (Sigma cat.no. P-8340).  Após, foram submetidas a 

uma centrifugação de 10.000g por 10 minutos e a quantidade de proteína de cada 

amostra foi quantificada pelo método de Bradford.

4.8 SDS-PAGE e  Western Blotting

   As amostras protéicas foram fervidas por 5 minutos em tampão de amostra com 

condição redutora. Foram aplicados de 30 a 80µg do extrato total de proteínas das 

amostras no Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 10%, sendo a 

corrente elétrica utlizada na eletroforese de 100V. Após a eletroforese, o material 

foi transferido elétricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose 
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(Amersham) sob corrente constante de 400mA em cuba refrigerada. A qualidade 

da transferência de proteínas foi analisada pela coloração das membranas com 

Ponceau S 0,5% em acido acético 1%. As membranas foram bloqueadas com leite 

desnatado a 5% em TBS-T por uma hora sob agitação à temperatura ambiente. 

Em seguida, foram incubadas por um período de 18 a 24 horas com leite seco 

desnatado 1% em TBS-T contendo os seguintes anticorpos: Rato anti-MHC classe 

I (Península), cabra anti-GFAP (Dako) e coelho anti-sinaptofisina (Dako). A seguir, 

as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpos 

secundários anti-coelho e anti-rato marcados com peroxidase por 45 minutos. 

Após nova série de lavagens, a atividade peroxidásica foi revelada através de 

sistema ECL (Amersham), expondo a membrana ao filme X-Omat (kodak) por no 

máximo 3 minutos. A intensidade de marcação obtida nas diferentes situações foi 

determinada por densitometria das bandas, utilizando o programa Kodak 1D 

(Scientific Imaging Systems). 

4.9 Processamento e análise dos espécimes para microscopia eletrônica de 

transmissão (MET).

   Os camundongos foram submetidos à toracotomia e perfusão, como já descritos 

no tópico 4.5, porém o fixador utilizado para MET foi uma solução contendo 

glutaraldeído (2%) e paraformaldeído (1%) em tampão fosfato de sódio. Depois de 

dissecadas, as medulas permaneceram imersas nesta mesma solução fixadora 

por 12 horas e mantidas a 4°C. Depois foram lavadas 3 vezes em solução tampão 

PB 0,01M, pH7,4 e seccionadas longitudinalmente, através de sua fissura 

mediana ventral. Estes espécimes foram então pós-fixados por um período de 2 
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horas em solução de tetróxido de ósmio a 1%, diluído em tampão fosfato de sódio, 

pH 7,38. 

   Seguindo-se à pós-fixação, os fragmentos foram lavados em água destilada e 

desidratados em série crescente de álcool e acetona, sendo incluídos em resina

(EPSON, SEM).

   Os blocos foram desbastados e secções semi-finas (0,5μm) obtidas e coradas 

com azul de toluidina 0,25% para a observação ao microscópio óptico. A seguir, a 

coluna ventral da medula espinhal foi identificada e os blocos foram retrimados 

para isolamento da região com os motoneurônios a serem analisados. Após essa 

identificação iniciou-se a confecção dos cortes ultra-finos (500Å; ultramicrótomo 

LKB, Bromma 8800) os quais foram coletados em telas de cobre (“single slot grid” 

recobertos com formvar) e depois contrastados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo. Os espécimes foram observados ao microscópio eletrônico (Leo 

906,Zeiss) operando a 60KV

4.10 Análise das secções ultra-finas

   Neurônios com grandes corpos celulares (>35 μm em diâmetro), encontrados no 

grupo dorso-lateral da coluna anterior da medula e seccionados ao nível do plano 

nuclear foram identificados como motoneurônios pela presença de terminais 

nervosos do tipo C. A superfície dos motoneurônios foram então fotografadas em 

um aumento de 10.000X e 21.560X empregando-se uma câmera de alta resolução 

(morada soft imaging system).
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4.11 Análise estatística dos resultados

   Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. A análise foi 

realizada através dos testes U de Mann Whitney para dados não-paramétricos e t

de student, para dados paramétricos. Em todas as análises foram consideradas 

significâncias mínimas de p< 0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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5. Resultados

5.1 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sináptica durante o curso 

da EAE

5.1.1 Aumento da expressão de MHC I em animais submetidos a EAE

   O efeito do AG na expressão de MHC I dos animais submetidos à EAE é 

demonstrado na figura 1, em que se observa a imunoreatividade na região do 

núcleo motor da coluna ventral da medula espinhal. As figuras 1 A e 1 D mostram 

os animais normais sem a indução da doença, ou seja, controle. As figuras 1 B e 1 

C demonstram os animais induzidos à EAE tratados com placebo e tratados com 

AG, respectivamente. Durante a fase de surto da doença observa-se que os 

animais tratados com AG apresentam menor expressão de MHC I em relação ao 

placebo, mostrando que o AG é capaz de modular a expressão de MHC I no SNC.

  As figuras 1 E e 1 F representam a fase de remissão da doença. Nota-se uma 

diminuição da expressão de MHC I em ambos os grupos nesta fase, o que 

também coincidiu com a redução dos sinais clínicos.
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Figura 1: Imunomarcação anti-MHC I na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE 

nas fases de Surto (A a C) e Remissão da doença (D a F). A-D animais normais, sem a doença, B-

E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG, 

respectivamente. Note o aumento da expressão de MHC I especialmente no grupo placebo 

durante surto da doença. Escala =50 µm.

    Os animais tratados com placebo durante o surto da doença apresentaram 

significativo aumento da imunomarcação de MHC I em relação ao grupo tratado 

com AG e ao grupo normal, (normal, 7,69 + 1,08; placebo,13,18 + 0,93; tratado, 

9,83 + 0,83; p<0,05, Figura 2).
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Figura 2: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-MHC na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doença, *p< 0.05, teste de 

Mann Whitney.

   Durante a remissão da doença percebe-se que há uma diminuição da expressão 

de MHC I no grupo tratado com placebo e também uma diminuição do grupo 

tratado com AG. Nota-se uma diferença estatística significativa entre o grupo 

tratado com placebo em relação com o grupo normal e o grupo tratado com AG 

(normal, 7,69 + 1,08; placebo,10,0 + 0,23; tratado, 8,32 + 0,26; p<0,05, Figura 3).
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Figura 3: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-MHC na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissão da doença. *p< 0.05, teste 

estatístico t de Student.

5.1.2 Diminuição da imunoreatividade para sinaptofisina em animais 

submetidos a EAE 

   A imunoreatividade para a proteína sinaptofisina, no núcleo motor da coluna 

ventral da medula espinhal, está representado na figura 4. As figuras 4 A e 4 D 

representam animais normais, sem a doença. As figuras 4 B e 4 C mostram os 

animais na fase de surto da doença, sendo tratados com placebo e tratados com 

AG, respectivamente. Observa-se que os animais tratados com placebo 

apresentaram uma grande perda sináptica em relação aos tratados com AG, que 

mantiveram uma melhor estabilidade sináptica.

   Já as figuras 4 E e 4 F apresentam os animais na fase de remissão da doença, 

tratados com placebo e tratados com AG. As setas indicam os motoneurônios 

medulares. É possível observar, nessa fase da doença, que as sinapses de ambos 

os grupos apresentaram uma melhor preservação em relação ao surto. Tal fato 
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apresentou correlação com a diminuição dos sinais clínicos e também a 

diminuição da expressão de MHC I.

Figura 4: Imunomarcação anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais com 

EAE nas fases de Surto (A a C) e Remissão da doença (D a F). A-D animais normais, sem a 

doença, B-E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG, 

respectivamente. Nota-se a maior perda de contatos sinápticos ocorre nos animais com EAE 

tratados com placebo. Escala =50 µm

   Durante o surto da doença houve uma perda sináptica estatisticamente 

significativa com os animais normais em relação aos animais tratados com 

placebo e tratados com AG. Também houve uma diferença estatística entre os 

animais tratados com placebo em relação aos tratados com AG, em que os 

animais tratados com placebo apresentaram maior perda das conexões sinápticas 

(normal, 21,40 + 0,49; placebo, 7,06 + 0,81; tratado, 15,37 + 0,69; p<0, 001, 

Figura 5). Observa-se que os neurônios sofreram diversas alterações no 
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microambiente que levaram à perda sináptica, já o AG foi capaz de reduzir essa 

modificação e manter a estabilidade sináptica.

Figura 5: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes 

tratados com placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doença, ***p< 

0.001, teste t de Student.

   Durante a remissão da doença pôde-se perceber, com a melhora dos sinais 

clínicos, a volta parcial dos movimentos das patas posteriores e as conexões 

sinápticas foram parcialmente restabelecidas (normal, 21,40 + 0,49; placebo, 

11,91 + 0,67 tratado, 16,80+ 0,43; p<0, 001, Figura 6). Nota-se que o grupo 

tratado com AG apresentou similar densidade sináptica em ambas as fases.
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Figura 6: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes 

tratados com placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissão da doença,

***p< 0.001, teste t de Student.

5.1.3 Diminuição da astrogliose reativa em animais tratados com AG 

   Os astrócitos, quando reativos, expressam maior quantidade de uma proteína do 

citoesqueleto denominado GFAP, que é expressa por astrócitos e outras células 

do SNC. Em uma situação de desequilíbrio no SNC, como a causada pelas

alterações induzidas pela doença, há um aumento significativo da quantidade 

dessas proteínas especialmente durante o surto. 

   A figura 7 mostra a expressão de GFAP durante o surto e a remissão da doença. 

As setas indicam os motoneurônios medulares. Nas Figuras 7 A e D estão 

representados os animais controle, Figuras 7 B e E animais doentes tratados com 

placebo e Figuras 7 C e 7 F tratado com AG, e nota-se que durante o surto, a 

expressão de GFAP é elevada nos animais tratados com placebo. Já nos animais 

tratados com AG, uma menor expressão de GFAP é observada.
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  Durante a fase de remissão observa-se uma redução da expressão dessa 

proteína nos animais tratados com placebo e também nos animais tratados com 

AG. 

Figura 7: Imunomarcação  anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE 

nas fases de Surto (A a C) e Remissão da doença (D a F). A-D animais normais, sem a doença, B-

E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG, 

respectivamente. Note redução da expressão de GFAP nos animais tratados e na fase de 

remissão. Escala =50 µm.

   Um aumento significativo na atividade dos astrócitos durante o surto da doença 

foi demonstrado pela presença de astrogliose reativa na medula espinhal. Esse 

aumento de GFAP nas adjacências dos neurônios demonstra uma comunicação 

neurônio/glial durante o surto da doença. A administração de AG reduziu 

parcialmente a expressão de GFAP durante o surto (normal, 4,83 + 0,49; placebo, 

13,14 + 1,32; tratado, 5,57 + 0,97; p<0,01, Figura 8).
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Figura 8: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doença, **p< 0.01, teste de 

Mann Whitney.

   Durante a fase de remissão da doença, os animais tratados com placebo 

apresentaram uma redução da expressão de GFAP, indicando a diminuição da 

reatividade local. Os animais tratados com AG apresentaram um discreto aumento 

na expressão de GFAP, porém em níveis abaixo dos expressos pelo placebo 

(normal, 4,83 + 0,49; placebo, 9,78 + 0,77; tratado, 7,21 + 0,37; p<0,05, Figura 9).
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Figura 9: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissão da doença, *p< 0.05 e 

**p<0.01 teste t de Student.

5.1.4 Diminuição da reatividade da microglia em animais tratados com AG

   A microglia apresenta um aumento no SNC quando há uma lesão, nesta 

situação essas células são chamadas de reativas.  A imunomarcação anti-iba1 

representa a intensidade da reatividade da microglia, representada na figura 10.  

As Figuras 10 A e 10 D mostram os animais controle, as Figuras 10 B e 10 E 

mostram os animais doentes tratados com placebo, durante o surto e remissão. Já 

as Figuras 10 C e 10 F mostram os animais doentes tratados com AG, durante o 

surto e remissão respectivamente.  
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Figura 10: Imunomarcação anti-Iba1 na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE 

nas fases de Surto (A a C) e Remissão da doença (D a F). A-D animais normais, sem a doença, B-

E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG, 

respectivamente. Note redução da expressão de Iba1 nos animais tratados e na fase de remissão. 

Escala =50 µm.

Durante o surto da EAE, o AG foi capaz de diminuir a reatividade da microglia, 

comparativamente ao grupo placebo (normal 3,58 + 0,24; placebo, 19,54 + 0,97; 

tratado, 6,88 + 1,15; p<0,01, Figura 11).
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Figura 11: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-iba1 na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doença, **p< 0.01 e *** p< 

0.001, teste de Mann whitney.

   A fase de remissão apresentou uma diminuição da expressão de iba1 em ambos 

os grupos induzidos à EAE (normal, 3,58 + 0,24; placebo, 8,44+ 0,39; tratado, 6,58 

+ 0,30; p<0,05, Figura 13).

Figura 12: Representação gráfica de densidade integrada de pixels para a imunomarcação 

anti-iba1 na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com 

placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissão da doença, **p< 0.01 e *** 

p< 0.001, teste t de Student.
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5,1.5 Aumento das proteínas MHC I, Sinaptofisina e GFAP nos animais 

submetidos a EAE 

   

   A quantidade de proteína expressa no tecido nervoso medular foi mensurada por 

Western blotting para as proteínas MHC I, Sinaptofisina e GFAP, em animais 

normais, animais induzidos à EAE e tratados com AG e tratados com placebo, 

durante o surto e remissão da doença.

   A figura 13 mostra a expressão de MHC I, nos animais normais, tratados com 

AG e placebo. A Figura 13 A mostra a expressão de MHC I durante a fase de 

surto e a Figura 13 B mostra a expressão durante a fase de remissão. Observa-se 

que a expressão de MHC I está aumentada em ambas as fases da doença, 

revelando uma diferença estatística entre os grupos (normal, 0,47 + 0,07; tratado, 

0,93+ 0,17; placebo, 2,76 + 0,26;p<0,001; gráfico C). Nota-se que na fase de 

remissão, a expressão de MHC I diminui nos animais doentes, especialmente nos 

tratados com AG, pois chegam quase a mesma quantidade de proteína expressa 

pelos animais normais, revelando uma diferença estatística entre eles (normal, 

0,89 + 0,15; tratado,0,95 + 0,11; placebo, 1,60 + 0,08 ;p<0,001; gráfico D).
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Figura 13: Expressão da proteína MHC classe I (44 KDa) na intumescência lombar por 

Western blotting, em animais normais, induzidos à EAE e tratados AG e com placebo. 

Observe o aumento da expressão dessa proteína nos animais tratados com placebo 

principalmente durante o surto da doença. Já o tratamento AG foi capaz de reduzir a 

expressão de MHC I. Os gráficos C e D mostram a quantificação em densidade integrada 

de pixels e a comparação entre os grupos, durante as fases de surto e remissão da doença, 

respectivamente, ***p< 0.001 e *** p< 0.001, teste de Mann Whitney.

   A proteína expressa pelos astrócitos reativos, GFAP, mostrou também estar 

aumentada nos animais induzidos à EAE em relação aos animais normais. Porém, 

os animais tratados com AG mostraram menor expressão dessa molécula 

comparativamente com os animais tratados com placebo, como mostra a figura 

14. Durante o surto houve uma diferença estatística entre os animais submetidos à 
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EAE e tratados com placebo, em relação aos animais normais e tratados com AG 

(normal, 8,17+ 0,84; tratado, 8,35+ 0,57; placebo, 11,60+ 0,70; p<0,05; gráfico C). 

O mesmo ocorreu na fase de remissão, já que o placebo ainda expressou maior 

quantidade de GFAP (normal, 7,53+ 0,51; tratado, 8,01+ 0,53; placebo, 9,89 +

0,24; p<0,001; gráfico D).

Figura 14: Expressão da proteína GFAP (50 KDa) na intumescência lombar por Western 

blotting em animais normais, induzidos à EAE e tratados com AG e placebo. Observe o 

aumento da expressão dessa proteína nos animais tratados com placebo em ambas as fases 

da doença. O AG foi capaz de inibir parcialmente a expressão de GFAP. Os gráficos C e D 

mostram a quantificação, em densidade integrada de pixels e a comparação entre os grupos, 

durante as fases de surto e remissão da doença, respectivamente, **p< 0.01 e *** p< 0.001, 

teste t de Student.
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   A expressão de sinaptofisina apresentou-se diminuída nos animais doentes, 

demonstrando a ocorrência de uma lesão neuronal e rearranjo sináptico (Figura 

15). Os animais tratados com AG, em ambas as fases, apresentaram melhor 

preservação da cobertura sináptica em relação aos tratados com placebo. O 

gráfico C mostra a diferença estatística entre os grupos durante a fase de surto da 

doença (normal, 12,96+ 0,66; tratado, 11,94+ 0,88; placebo, 8,68+ 1,10; p<0,01)). 

Já o gráfico D mostra a diferença entre os grupos, na fase de remissão (normal, 

18,24+ 0,56; tratado, 15,76+ 0,78; placebo, 13,33+ 0,68; p<0,001).
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Figura 15: Expressão da proteína Sinaptofisina (38 KDa) na intumescência por Western 

blotting em animais normais, induzidos à EAE e tratados com AG e placebo. Observe a 

diminuição da expressão dessa proteína nos animais doentes, já o AG é capaz de inibir as 

perdas sinápticas. Os gráficos C e D mostram a quantificação em densidade integrada de 

pixels e a comparação entre os grupos, durante as fases de surto e remissão da doença, 

respectivamente, * p<0.05 ** p< 0.01 e *** p< 0.001, teste t de Student.
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5.1.6 Alterações ultraestruturais na medula espinhal após a EAE e 

tratamento com AG 

    A EAE causa perdas sinápticas e gera destacamento de grande quantidade de 

botões sinápticos dos neurônios lesionados. Observa-se na Figura 16 imagens de 

motoneurônios alfa da coluna ventral da medula espinhal e seus botões 

sinápticos, nas Figuras 16 A e 16 B observa-se os neurônios dos animais com 

EAE tratados com placebo, já na Figura 16 C e 16 D os neurônios de animais com 

EAE tratados com AG.

   As figuras mostram que os animais tratados com placebo apresentam maior 

perda sináptica em relação aos tratados com AG, mostrando que o AG tem a 

capacidade de manter a estabilidade sináptica e proporcionar diminuição dos 

sinais clínicos da doença nos animais doentes. 
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Figura 16: Representação dos botões sinápticos em aposição ao corpo dos motoneurônios 

medulares da coluna ventral da medula espinhal de animais no surto da EAE. Figura 16 A-

B mostra os animais tratados com placebo e na Figura 16 C-D os animais tratados com AG. 

Nota-se maior aposição dos botões sinápticos com o corpo dos neurônios nos animais 

tratados com AG. Escala =50 µm.
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5.2 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sináptica após AV da raiz 

motora

5.2.1 Influência do AG na sobrevivência neuronal após AV

  Para comprovação sobre a ação neuroprotetora do AG no SNC, foi realizada a 

contagem do número de motoneurônios presentes no núcleo motor dorsolateral na 

lamina IX na medula espinal, duas semanas após a lesão mecânica da avulsão. A 

Figura 17 mostra a porcentagem de sobrevivência neuronal duas semanas após a 

avulsão nos animais tratados com AG ou tratados com solução placebo. A Figura 

17 A apresenta neurônios motores normais, Figura 17 B neurônios de animais 

tratados com AG e Figura 17 C neurônios de animais tratados com placebo.

   A ação neuroprotetora do AG pode ser observada (p< 0,05), mostrando que 

houve um aumento de 40% na sobrevivência neuronal dos animais tratados com 

AG (placebo, 39.07%±2.31; tratamento AG, 67.42%±10; média da razão 

ipsilateral/contralateral ±SD).



Universidade Estadual de Campinas 45

Figura 17: Representação de corpos celulares do núcleo motor do nervo isquiático, 

mostrando na Figura A os motoneurônios medulares não lesados. Na figura B os 

motoneurônios de animais tratados com AG e na Figura C motoneurônios de animais 

tratados com placebo. A seta indica a cromatólise de um motoneurônio em que ocorre 

redução do diâmetro do corpo células após o tratamento com placebo. Na figura D há a 

porcentagem de sobrevivência de motoneurônios medulares após a AV e tratamento com 

placebo ou AG. Barra de escala = 50μm, *p< 0.05, teste t de Student.
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5.2.2 Imunomarcação de Sinaptofisina, GFAP e Iba-1 após AV e tratamento 

com a AG

   Para observação das alterações na atividade sináptica após a AV e o tratamento 

com GA foram realizadas imunomarcações no núcleo motor da medula espinhal 

dos animais avulsionados placebo e tratados com AG. Foi observada a 

preservação sináptica pela imunomarcação de sinaptofisina, reatividade 

astrocitária pela expressão de GFAP e reatividade microglial pela imunomarcação 

de Iba1.

   A imunomarcação de sinaptofisina, Figura 18 demonstra que com o tratamento 

com AG há a preservação de terminais nervosos, especialmente ao redor dos 

motoneurônios lesionados. A Figura 18 A-B mostra os motoneurônios do núcleo 

motor do nervo isquiático dos animais tratados com placebo, lado contra-lateral à 

lesão (A) e Ipsilateral à lesão (B), já a Figura 18 C-D mostra os animais tratados 

com AG, contra-lateral à lesão (C) e Ipsilateral à lesão (D), onde se observa uma 

diferença estatística p< 0,05 (placebo, 0,58+ 0,04; tratamento AG, 0,73+ 0,08; 

média da razão ipsilateral/contralateral ±SD).
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Figura 18: Imunomarcação de sinaptofisina em motoneurônios medulares de animais 

avulsionados divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral à lesão 

e B-D o lado ipsilateral à lesão dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente. 

Barra de escala =50 µm, *p< 0.05, teste t de Student.

   A expressão de GFAP pelos astrócitos foi também observada nos animais 

avulsionados. Sabe-se que com a lesão há uma intensa hipertrofia astrocitária e 

aumento da expressão de GFAP. O tratamento com AG se mostrou eficaz para 

diminuição parcial da expressão de GFAP neste tipo de lesão, como mostra a 

Figura 19. Na Figura 19 A-B observa-se os motoneurônios do núcleo motor do 
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nervo isquiático nos animais tratados com placebo e na Figura 19 C-D os 

motonerônios dos animais tratados com AG (placebo, 2,21+ 0,19; tratamento AG, 

1,62+ 0,16; média da razão ipsilateral/contralateral ±SD; p,0,05).

  Figura 19: Imunomarcação de GFAP em motoneurônios medulares de animais 

avulsionados divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral à lesão 

e B-D o lado ipsilateral à lesão dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente. 

Barra de escala =50 µm, *p< 0.05, teste t de Student.

   A microglia apresenta-se reativa após lesões no SNC, ocorrendo também na 

avulsão das raízes nervosas, para esta avaliação foi realizada uma 



Universidade Estadual de Campinas 49

imunomarcação com Iba-1, mostrada na Figura 20.  Nota-se na Figura 20 A-B a 

reatividade microglial dos motoneurônios no núcleo motor do nervo isquiático do 

lado contralateral e ipsilateral à lesão. O tratamento com AG foi capaz de reduzir a 

atividade microglial, mostrado na Figura 20 C-D, em que nota-se a diferença 

estatística p<0,05 em (D) lado ipsilateral à lesão (placebo, 3,32+ 0,25; tratamento 

AG, 1,89+ 0,10; média da razão ipsilateral/contralateral ±SD).

Figura 20: Imunomarcação de Iba-1 em motoneurônios medulares de animais avulsionados 

divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral à lesão e B-D o lado 

ipsilateral à lesão dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente. Barra de escala =50 µm,

*p< 0.05, teste t de Student.
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6. Discussão

6.1 Modelo animal da EAE

   A EAE tem sido utilizada há muitos anos como um modelo experimental da EM. 

Os animais apresentam lesões desmielinizantes, inflamação perivascular do SNC 

e alterações imunológicas. O aprofundamento de estudos relacionados à indução

de camundongos, ratos, mamíferos à EAE e a escolha mais adequada dos 

antígenos utilizados para cada um dos animais tem sido bastante estudada 

atualmente, pois ainda há algumas imperfeições no modelo (7, 11, 68, 79). Uma 

das maiores limitações encontradas nos modelos animais está em determinar os 

fatores que iniciam a patogênese da doença, uma vez que é induzida de forma 

artificial. Além disso, alguns animais como os ratos, apresentam uma 

manifestação clinica monofásica, ou seja, há um surto da doença e alguns dias 

depois completa recuperação clinica. Alguns modelos da EAE têm desenvolvido 

lesões no SNC mais próximas da EM em humanos, como a EAE nos animais 

C57BL/6 induzida com MOG 35-55 ou nos camundongos Biozzi AB/H, pois ambos 

apresentam um processo de desmielinização mais severos e com características 

desmielinizantes crônicas e próximas ao dos humanos, não observados em outras 

linhagens. Portanto, para este estudo foi escolhida a indução da EAE em 

camundongos C57BL/6 para melhor observação das características clínicas da 

EM perante o tratamento com AG.

6.2 Tratamento com AG após EAE e avulsão das raízes motoras

   O AG é um medicamento imunomodulador, já utilizado em pacientes com EM, 

porém nem todos os mecanismos de ação desta droga estão bem estabelecidos. 
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Sabe-se que um dos efeitos terapêuticos atribuídos ao AG é a indução de células 

do tipo Th2, as quais produzem citocinas anti-inflamatórias que induzem uma 

diminuição das respostas a outros componentes encefalitogênicos, como os 

peptídeos proteolipídicos (38). Outro fator importante mostra que a administração 

dessa droga promove uma redução da produção de óxido nítrico e redução dos 

sinais clínicos em camundongos com EAE (44).

   Foi observado neste estudo que além das funções imunomoduladoras já 

descritas na literatura o AG apresenta funções para manutenção da estabilidade 

sináptica dos neurônios motores na medula espinhal e também inibe a expressão 

excessiva de MHC I na EAE, ajudando na diminuição dos sinais clínicos.  Foi 

demonstrado, adicionalmente, que o tratamento com AG estimula as células 

mononucleares do sangue a expressarem um potente fator neurotrófico, o BDNF 

(43). Este fator neurotrófico, em estudo recente, se mostrou como um importante 

fator para o aumento da sobrevivência de motoneurônios avulsionados (80). 

Interessantemente, o AG mostrou que além de ser uma droga imunomoduladora, 

como já descrita na literatura, também apresenta um papel neuroprotetor após 

uma lesão mecânica de raízes nervosas, como a avulsão. 

   

6.3 Diminuição da expressão de MHC I no tratamento com AG na EAE 

   O MHC I apresenta funções no sistema imunológico muito bem estabelecidas, 

apresentando peptídeos para serem reconhecidos pelas células T. Essas

moléculas são altamente polimórficas e fundamentais para a manutenção da 

imunidade gerada pelas células T (5). 
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  Há alguns anos atrás não se acreditava que o SNC era capaz de expressar 

moléculas de MHC I, já que era considerado um sistema imunoprivilegiado. 

Porém, estudos de aproximadamente 10 anos atrás, trouxeram evidências que o 

SNC é capaz de expressar essas moléculas (81, 82). Em 2000, Huh e 

colaboradores (34) mostraram que a ausência do MHC I trazia prejuízos para o 

desenvolvimento do tecido nervoso e, portanto, foi investigado o refinamento 

sináptico durante o desenvolvimento visual de animais que não expressavam 

MHC I. Notou-se que haviam sinapses extra-numerarias nesses animais, 

mostrando que o MHC I apresentava uma função diferenciada e específica no 

SNC, sendo importante para a eliminação ou refinamento sináptico durante o 

desenvolvimento.  

   Investigando a importância dessa molécula na plasticidade sináptica do SNC,

Oliveira et al. (32) analisaram a preservação dos botões sinápticos após 

transcecção do nervo isquiático de camundongos e concluíram que o MHC I 

apresenta uma resposta direta sobre as lesões nervosas, sendo fundamental para 

a manutenção seletiva dos terminais inibitórios em aposição aos neurônios 

axotomizados. Na ausência da expressão de MHC I, nos animais knockout para 

β2-microglobulina, notou-se uma retração exacerbada dos botões pré-sinápticos 

inibitórios e excitatórios.

   O MHC I parece ser importante para a manutenção das conexões sinápticas e 

também para a comunicação entre neurônios e células gliais, alguns estudos têm 

mostrado isso recentemente (32, 82).  O trabalho de Zanon e Oliveira (83)

investigou a reatividade astrocitária e plasticidade sináptica da medula de animais 

com axotomia do nervo isquiático tratados com interferon beta. Essa molécula 
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influênciou na expressão de MHC I e, portanto os animais tratados com ela 

apresentaram maior expressão de MHC I, diminuição da imunoreatividade para 

sinaptofisina e intensificação da atividade astrocitária. Deste modo, mostrou-se 

que a intensidade da expressão de moléculas de MHC I influencia as respostas 

frente a lesões do tecido nervoso por trauma ou doença.

   Outro trabalho desenvolvido em 2008 por Sabha et al (35) mostrou que os 

animais da linhagem A/J expressavam maiores níveis de MHC I e apresentavam

uma capacidade regenerativa maior, assim como uma maior taxa de retração das 

sinapses após a axotomia do nervo isquiático. Já os animais C57BL/6, que 

expressavam menores níveis de MHC I, apresentavam baixo potencial 

regenerativo e menor porcentagem de destacamento sináptico. 

   Neste trabalho foi realizada a investigação da expressão de MHC I na medula 

espinhal dos camundongos com EAE tratados com AG. Os resultados obtidos 

mostram que o AG também regula a expressão de MHC I que afeta o 

microambiente medular e colabora para a diminuição da proliferação microglial, 

astrocitária e perdas sinápticas. As lesões causadas pela EAE são diferentes da 

axotomia periférica, pois há quebra da barreira hemato-encefálica e uma 

complexidade patológica maior, onde há também alterações imunológicas muito 

importantes ocorrendo simultaneamente.

   Os resultados obtidos mostram que provavelmente a expressão do MHC I seja 

muito importante para a manutenção sináptica, mas o excesso dele no SNC seja 

prejudicial no caso da EAE, pois colabora para maior destacamento dos inputs 

neuronais, ocasionando perdas sinápticas e resultando em uma evolução dos 

sinais clínicos da doença. O AG mostrou-se eficaz também para a manutenção 
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dos níveis mais próximos ao basal na expressão de MHC I, o que proporciona 

menores perdas sinápticas e melhora funcional do quadro clínico dos 

camundongos. 

   A complexa função do MHC I no SNC ainda não foi totalmente desvendada, 

sabe-se que é importante para a manutenção sináptica, porém lesões periféricas e 

doenças autoimune reagem diferentemente à expressão dessa molécula, já que 

os mecanismos envolvidos em cada uma das lesões são distintos.

   O estudo do MHC I nos animais tratados com AG foi importante também para 

mostrar uma nova ação desse medicamento sobre SNC, nunca descrita 

anteriormente, demonstrando que ele também atua na manutenção das sinapses 

e, portanto, auxilia na diminuição dos sinais clínicos.

6.4 Influência do tratamento com AG na preservação sináptica, astrogliose 

reativa e reatividade microglial após EAE

   Reação astrocitária e microglial, assim como retração de terminais nervosos em 

aposição a motoneurônios são observadas durante o surto da EAE. Segundo 

estudo de Marques et al (74), durante o surto da EAE a imumomarcação anti-

sinaptofisina apresentam-se reduzida, já durante a recuperação ou a remissão da 

doença, essa imunorreatividade aparece parcialmente recuperada. 

   Por outro lado, durante a EAE, os monócitos e macrógafos colaboram com o 

processo de apresentação de antígenos pelos linfócitos T CD4+. Mesmo na fase 

de remissão da doença, a microglia apresenta-se com níveis acima do normal, 

sugerindo que células CD4+ ainda estejam ativas respondendo às alterações 

causadas pela resposta imunológica (84). A microglia não atua somente como 
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apresentadora de antígenos, pois quando ela encontra-se reativa e em excesso,

como no caso da EAE, causa danos a outras células do SNC. Uma explicação 

para esses fato é a liberação de glutamato, promovendo neurotoxicidade, podendo 

contribuir para uma neurodegeneração na EM. O AG parece contribuir diminuindo 

o grau de reatividade de microglia em relação aos animais tratados com placebo, 

podendo sugerir que uma menor atividade dessas células durante a doença seja 

relevante para a manutenção da integridade do SNC (85).

   Pode-se observar nos resultados dos terminais pré-sinapticos por 

imunoistoquímica (anti-sinaptofisina) e por MET que o tratamento com AG auxilia 

na manutenção da integridade sináptica, principalmente durante o surto, pois os 

danos sinápticos são maiores quando os animais apresentam piores sinais 

clínicos. Os resultados obtidos analisando-se a astrogliose reativa (GFAP) e 

reatividade microglial (iba1) mostraram uma diminuição de ambos com o 

tratamento com AG, tanto no surto quanto na fase de remissão da doença, sendo 

importantes para diminuição dos sinais clínicos.

6.5 Influência do tratamento com AG na preservação sináptica, astrogliose 

reativa e reatividade microglial após avulsão das raízes motoras

   A redução da reação glial ao redor do motoneurônio alfa após AV tem sido 

previamente descrita como um fator que influencia a formação da sinapses in vitro

e in vivo (86). Em lesões proximais da medula espinhal também é possível 

observar grandes perdas neurais, ocasionando perdas permanentes das funções 

motoras e sensitivas (32, 70). Para o estudo dessas lesões que geram 

degeneração neural pode-se realizar a AV das raízes ventrais na medula espinhal, 
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pois causam uma perda de motoneurônios medulares. No trabalho de Hell et al 

(80) observa-se que os animais avulsionados, sem nenhum tratamento ou apenas 

tratados com PBS apresentaram uma grande perda sináptica, morte neuronal e 

aumento da astrogliose reativa.

   O tratamento com AG nos animais submetidos à AV das raízes ventrais mostra

que uma influência na estabilidade sináptica dos circuitos da medula espinhal, que 

são perturbados após a AV. A análise da Imunoistoquímica mostrou que o 

tratamento com AG proporcionou uma preservação da imunomarcação de 

sinaptofisina na medula espinhal, já o tratamento com placebo resultou numa 

grande redução dessa imunomarcação. As imunomarcações para astrogliose 

apresentaram-se diminuídas nos animais tratados com GA, tendo-se em vista que 

esta droga é anti-inflamatória.

   O novo papel neuroprotetor para o AG pode ser importante para o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de lesões na medula 

espinhal, uma vez que a combinação de drogas capazes agirem diretamente na 

reação de elementos gliais e aumentar a estabilidade de certos circuitos neurais 

são fundamentais para a recuperação funcional subseqüente.
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7. Conclusões

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o AG auxilia na 

manutenção das sinapses e sobrevivência neuronal na avulsão do SNC e também 

influência nos níveis de expressão de MHC. Portanto conclui-se que:

 A diminuição da expressão de MHC I ocasionada pelo tratamento com AG 

na EAE mostrou influenciar a estabilidade sináptica de motoneurônios 

afetados pela EAE.

 A astrogliose reativa e a reatividade microglial apresentaram-se diminuídas 

no tratamento com AG, coincidindo com baixos níveis de MHC I.

 Na avulsão das raízes motoras houve menor morte neuronal nos animais 

tratados com AG, mostrando maior preservação dos circuitos medulares .
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