
 i

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

 

 

 

Cristiane Lucia Rodriguez de la Hoz 

 

 

 

ESTUDO DA PARTICIPAÇÃO DA iNOS E DO TNF-ALFA 

NA EVOLUÇÃO DA NEURITE EXPERIMENTAL 

AUTO-IMUNE EM RATOS LEWIS 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese  apresentada ao Instituto de 

Biologia para obtenção do Título de 

Doutor em Biologia Celular e Estrutural, 

na área de Biologia Celular. 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Francesco Langone 

Co-Orientadora: Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos Santos 

 
 

Campinas 
2007 



 ii

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA – UNICAMP  

 

 

Título em inglês: A study of iNOS and TNF-alpha participation in the evolution of experimental 
autoimmune neuritis in Lewis rats. 
Palavras-chave em inglês: Demyelination; Nitric oxide; Immunofluroescence; Macrophages;  
Peripheral nervous system. 
Área de concentração: Biologia Celular.  
Titulação: Doutora em Biologia Celular e Estrutural.  
Banca examinadora: Francesco Langone, Áureo Tatsumi Yamada, Elaine Conceição de 
Oliveira, Heloísa Helena Ruocco, Amilton Antunes Barreira. 
Data da defesa: 17/08/2007. 
Programa de Pós-Graduação: Biologia Celular e Estrutural. 

  



 iii

 
 

  



 v

  

 

 

 

“A educação permite o conhecimento que jamais nos poderá ser tirado, enriquece professores e alunos, se 

confunde com sua linguagem, mas nos torna livres para transformar nossas vidas em algo inesquecível”. 

 

 

 

 

“A ciência que almejo não agrada a muitos, não é profissional, não pode ser pessoal e ultrapassa a 

tecnologia vigente. Mas ela atravessa meus sonhos, conquista minhas ações e, tenho certeza, é inigualável 

em sua capacidade de transformar o mundo e a nós mesmos em um uníssono”. 

 

 

 

 

“Os tropeços me fizeram mais forte,  

não sou hoje a mesma de ontem,  

e por isso amanhã serei quem procuro dentro de mim”. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Dedico este trabalho à minha família e aos meus amigos, 
por me ajudarem a ser uma pessoa cada vez mais feliz em busca de meus sonhos... 

 
 



 vii

  

 

 
 

O Rio Seco 
 
 
 

Longo é o rio 
cuj o t empo 
at ravessam 

os dias 
e de súbit o 

t oca 
a margem 

a alma 
desfaz-se 

l ibert a 
da corrent eza 

e de t ant a água 
imensa 

prossegue 
a vida 

e do rio 
seco 

got as 
únicas 
got as 

são 
lembranças 
que t ocam 

a alma 
e percorrem 
a corrent eza 

dos olhos.  
 
 

 

Ephraim Ferreira Medeiros 

(Beij ing,  02 de j ulho de 2007) 



 ix

  

AGRADECIMENTOS 

 

Ao professor Francesco pelos ensinamentos desde a iniciação científica, há doze anos. 

À professora Leonilda Barbosa dos Santos pela co-orientação e pelo apoio nos momentos 

mais difíceis. 

Aos membros da banca pelas sugestões e questionamentos que permitem ao aluno 

aperfeiçoar-se cada vez mais. 

Aos professores Áureo Yamada e Paulo Joazeiro por participarem de minha formação como 

pesquisadora. 

Ao professor Hernandes F. Carvalho pelas sugestões, conselhos e apoio incondicional desde 

a graduação. 

À professora Dagmar Stach-Machado por ceder-nos o anticorpo para macrófagos, por 

confiar no meu trabalho e por estimular-me a seguir adiante com a pesquisa. 

Aos professores Dr. Fábio T. Maranhão e Kleber Franchini por disponibilizar-nos o 

microscópio de fluorescência e o microscópio confocal, respectivamente. 

À professora Eneida de Paula por disponibilizar-nos os equipamentos para avaliação de 

nocicepção. 

Ao prestativo biólogo Nilson Branco pelo suporte técnico quanto à microscopia de 

fluorescência.  

À turma do laboratório de Neuroimunologia pelo apoio, confiança e compreensão nos 

momentos conturbados. 

À turma do laboratório de Neurobiologia, Fernanda Pelagio, Débora, Fernanda Hussein, 

Alexandre, André Vieira, César, Gustavo e Fabio pelos momentos de descontração no laboratório e 

cafezinhos na cantina da Física. 

Aos meus alunos da Abamba pelo carinho e paciência, e por contribuírem para meu 

aprendizado como professora. 

Ao meu professor Beto, por confiar no meu trabalho e por me ajudar a me descobrir através 

da dança. 



 xi

  

Às minhas amigas Fer, Eliana, Paty, Elaine, Marcinha, Deby,  por estarem sempre ao meu 

lado, amizades recentes, porém eternas.  

Às minhas amigas Mari, Sandy, Lau e  Rê, amizades antigas para todos os momentos e 

para toda a vida. 

Aos meus amigos que me aconselharam e me ajudaram.  

À família Ferreira Medeiros pela torcida de sempre! 

Aos meus cunhados Luis e Owen pelo apoio e ajuda fundamental na reta final! 

À família De La Hoz no Chile que, mesmo longe, acompanhou todo meu trajeto ao longo 

do doutorado e me deu muito apoio. 

A Ephraim, a quem eu devo muito do que me tornei hoje, por cuidar de mim e acreditar 

sempre no meu potencial, não me deixando desistir de ir atrás dos meus sonhos. 

A Nando, por seu carinho, por me acompanhar nos momentos mais estressantes e me 

ajudar com sua tranqüilidade e ponderação, mesmo quando tentava explicar questões complexas 

sobre Física.  

Ao meu pai e minhas irmãs Carina e Mônica pelo carinho, apoio e confiança.  

À minha mãe pelos seus cuidados, carinho, preocupação, sugestões e incentivo para 

terminar esta tese.  

 

Ao curso de pós-graduação de Biologia Celular e Estrutural pela excelente formação 

acadêmica. 

À CAPES pela concessão da bolsa durante o curso de doutorado. 

À UNICAMP pela minha formação na carreira acadêmica desde a graduação e por dar-me 

a oportunidade de conhecer tantas pessoas especiais. 

E claro, à Unicamp e à sociedade, por um ensino público, gratuito e de qualidade. 

 



 xiii

  

ÍNDICE 

Lista de tabelas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   xvii 

Lista de figuras. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    xix 

Lista de abreviaturas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    xxi 

Resumo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  xxiii 

Abstract. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   xxv 

1.  Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     01 

2.  Revisão Bibliográfica. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    07 

2.1.  Síndrome de Guil lain-Barré (GBS). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    09 

2.2.  Neurit e experiment al aut o-imune (EAN). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    13 

2.2.1.  Modelo experiment al . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    13 

2.2.2.  Evolução clínica. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    15 

2.2.3.  Imunopat ogênese. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    16 

2.2.4.  Alt erações pat ológicas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    18 

2.2.5.  A barreira hemat o-nervosa (BNB) nas raízes espinhais,  gângl ios sensit ivos 

  e nervo periféricos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    19 

2.3.  TNF-α. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    20 

2.4.  Óxido Nít rico (NO). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    22 

2.4.1.  As isoformas da NOS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    23 

2.4.2.  NO e o processo degenerat ivo-regenerat ivo nervoso. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    24 

2.4.3.  NO e o sist ema imune. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    24 

2.4.4.  NO e NOS na EAE,  síndrome de Guil lain-Barré e na EAN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    25 

3.  Objetivos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     27 

4.  Material e Métodos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     31 

4.1.  Animais. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     33 

4.2.  Neuro-ant ígeno e indução da EAN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     33 

4.3.  Aval iação da evolução cl ínica da EAN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     33 

4.4.  Grupos experiment ais. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     34 

4.5.  Processament o dos espécimes para hist ologia e imunoist oquímica. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    34 

4.6.  Hist ologia. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

  Coloração com Hemat oxil ina e Eosina. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

  Hist oquímica de Sudan Black. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

  Coloração com Azul de Toluidina. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

4.7.  Imunoist oquímica de f luorescência. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

  Ant icorpos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     36 

  Prot ocolo da imunoist oquímica. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     37 



 xv

  

  Microscopia de f luorescência convencional e confocal. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     38 

5.  Resultados. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     39 

5.1.  Evolução clínica da EAN em rat os Lewis. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     41 

5.2.  Hist ologia. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     41 

5.3.  Imunof luorescência para iNOS e TNF-α. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     63 

5.4.  Imunof luorescência para iNOS e macrófagos (ED1+). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     79 

5.5.  Imunof luorescência para neurof i lament os em nervo ciát ico. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     83 

6.  Discussão. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     87 

7.  Conclusões gerais. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .     99 

8.  Referências Bibliográficas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   103 

9.  Anexos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   117 



 xvii

  

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1.  Isoformas da sint ase do óxido nít r ico. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    23 

 

Tabela 2.  Ant icorpos e marcadores ut i l izados na imunoist oquímica de f luorescência. .    37 

 

Tabela 3.  Aval iação qual it at iva da presença de células inf lamat órias /  presença de 

bainha de miel ina f ragment ada. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .    44 

 



 xix

  

LISTA DE FIGURAS 

Figura 4.5.1 – Regiões anal isadas do sist ema nervoso periférico de rat o Lewis. . . . . . . . .     35 

Figura 5.2.1 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os 
Lewis normais. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  46-47 

Figura 5.2.2 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os 
Lewis na fase inicial  dos sinais cl ínicos da EAN (G1). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  48-49 

Figura 5.2.3 – Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os 
Lewis com grau 2 (G2). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50-51 

Figura 5.2.4 – Criocort es de raízes nervosas da cauda eqüina de rat os Lewis em grau 3 
(G3). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  52-53 

Figura 5.2.5 – Criocort es de raízes nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar e 
de nervo ciát ico de rat os Lewis em grau 3 (G3). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  54-55 

Figura 5.2.6 – Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os 
Lewis em fase de recuperação da EAN (R1). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  56-57 

Figura 5.2.7 – Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os 
Lewis em fase de resolução da EAN (R0). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  58-59 

Figura 5.2.8 – Mast ócit os em nervo ciát ico de rat os Lewis dos grupos G2,  G3 e 
R0. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  60-61 

Figura 5.3.1 – Imunof luorescência para iNOS e TNF-α. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  66-67 

Figura 5.3.2 – Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS e TNF-α em rat os Lewis 
normais do grupo cont role e em fase inicial  da EAN,  grupo G1. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  68-69 

Figura 5.3.3 – Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS e TNF-α em rat os Lewis 
paraparét icos do grupo G2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  70-71 

Figura 5.3.4 – Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS e TNF-α em rat os Lewis 
com paraparesia severa do grupo 3 (G3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  72-73 

Figura 5.3.5 – Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS e TNF-α em rat os Lewis 
do grupo R1,  durant e a fase de recuperação,  e do grupo R0,  fase de resolução da 
EAN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  74-75 

Figura 5.3.6 – Evolução do surgiment o e dist r ibuição de células iNOS+/ TNF-α+ no SNP de 
rat os Lewis com EAN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  77 

Figura 5.4.1 - Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS e ED1 em rat os Lewis 
durant e diferent es fases da EAN.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  80-81 

Figura 5.5.1 - Imunof luorescência com marcação para neurof i lament os (NF). . . . . . . .  84-85 



 xxi

  

Lista de abreviaturas 
 

AIDP – Acut e Inf lammat ory Demyel inat ing Polyradiculoneuropat hy ou pol iradiculoneuropat ia desmiel inizant e 

inf lamat ória aguda 

AMAN – acut e mot or  axonal  neuropat hy ou neuropat ia axonal mot ora aguda 

AMSAN - acut e mot or  and sensory axonal  neuropat hy ou neuropat ia axonal mot ora e sensit iva aguda 

AT-EAN – adopt ive t ransf er  of  EAN ou t ransferência adot iva da EAN 

BBB – blood brain barr ier  ou barreira hemato-encefál ica 

BNB – blood nerve barr ier  ou barreira hemato-nervosa 

BSA – Bovine Serum Albumin ou albumina de soro bovino 

CE – cauda eqüina 

CEEA - Comissão de Ét ica na Experiment ação Animal 

CEMIB - Cent ro Mult idiscipl inar para Invest igação Biológica 

CFA – Complet e Freund’ s Adj uvant  ou adj uvant e complet o de Freund 

CIDP - Chronic Inf lammat ory Demyel inat ing Polyradiculoneuropat hy ou pol iradiculoneuropat ia 

desmiel inizante inf lamat ória crônica 

Co no – coccígeo no

COBEA - Colégio Brasileiro de Experiment ação Animal 

DABCO - 1,4-diazabicyclo-(2.2.2)-oct ane ou 1,4-diazabiciclo-(2.2.2)-oct ano 

DAPI - 4’ ,6-diamidino-2-phenyl indole ou 4’ ,6-diamidino-2-fenil -indol 

DIC – Dif f erent ial  Int er f erence Cont rast  ou cont rast e por int erferência diferencial  

DNA - deoxyr ibonucleic acid ou ácido desoxirribonucleico 

DRG – Dorsal  Root  Gangl ia ou gângl ios das raízes dorsais 

EAE – Exper iment al  Aut oimmune Encephalomyel i t is ou encefalomiel it e experiment al  aut o-imune 

EAN – Exper iment al  Aut oimmune Neur i t is ou neurit e experiment al  aut o-imune 

eNOS – Endot el ial  Ni t r ic Oxide Synt hase ou isoforma endot el ial  da sint ase do óxido nít r ico 

Fc recept or - f ragment  cryst al l izable recept or ou recept or para o f ragment o crist al izável 

FITC – f luorescein isot hiocyanat e ou isot iocianat o de f luoresceína 

GBS - Gui l lain-Barré Syndrome ou Síndrome de Guil lain-Barré 

HE – hemat oxil ina e eosina 

HRP – horseradish peroxidase ou peroxidase de rabanet e 

IFN-γ - int er f eron gamma ou int érferon gama 

IL – int umescência lombar 

IL-no – int erleucina-no

iNOS – Inducible Ni t r ic Oxide Synt hase ou isoforma induzível da sint ase do óxido nít r ico 

i.p.  – int raperit oneal 

L no – lombar no

L-NAME – L-nit ro-arginina-met i lest er 

LPS - l ipopol issacarideo 

MHC – Maj or  Hist ocompat ibi l i t y Complex ou complexo principal  de hist ocompat ibi l idade 

MT – Mycobact erium t uberculosis 



 xxii

  

NAD - Nicot inamide adenine dinucleot ide ou nicot inamida adenina dinucleot ídeo 

NADPH - Nicot inamide adenine dinucleot ide phosphat e ou nicot inamida adenina dinucleot ídeo fosfat o 

NF – Neurof i lament  ou neurof i lament o 

NINDS - Nat ional Inst it ut e of  Neurological  and Communicat ive Disorders and St roke 

NMMA - N-monomet i larginina 

nNOS - neuronal  Ni t r ic Oxide Synt hase ou isoforma neuronal da sint ase do óxido nít r ico 

NO – Nit r ic Oxide ou óxido nít r ico 

O.C.T.  – Opt imum Cut t ing Temperat ure 

PARP-1 – poly (ADP-r ibose) polymerase 1 ou pol i-ADP-ribose pol imerase 1 

PBS – Phosphat e-Buf f ered Sal ine ou solução sal ina em t ampão fosfat o 

p. i.  – pós-imunização 

RNA - r ibonucleic acid ou ácido ribonucleico 

RNS – React ive Ni t rogen Species ou espécies reat ivas de nit rogênio 

S no – sacral  no

SB – Sudan Black 

SC – Schwann Cel l  ou células de Schwann 

SNP – Sist ema Nervoso Periférico 

SP26 – synt het ic pept ide wi t h 26 aminoacids residues ou pept ídeo sint ét ico com 26 resíduos de aminoácidos 

SPF – speci f ic pat hogen-f ree ou l ivre de pat ógeno específ ico 

T no – t orácico no

TGF-β - Transforming Growt h Fact or Bet a ou fat or de cresciment o e t ransformação bet a 

Th – T helper  cel l  ou célula T auxil iadora 

TNF-α - Tumour  Necrosis Fact or-alpha ou fat or de necrose t umoral-al fa 

TNFR – Tumour Necrosis Fact or-alpha Recept or  ou recept or para fat or de necrose t umoral-al fa 

TRITC – t et ramet hyl -rodamine isot hiocyanat e ou isot iocianat o de t et ramet i l -rodamina 



 xxiii

  

RESUMO 

 

A isoforma induzível da sint ase do óxido nít r ico (iNOS) e o fat or de necrose 

t umoral-al fa (TNF-α) est ão envolvidos em processos inf lamat órios desmiel inizant es como 

a síndrome de Guil lain Barré e seu modelo animal,  a neurit e experiment al  aut o-imune 

(EAN).  A presença dessas moléculas foi invest igada no sist ema nervoso periférico de rat os 

Lewis em diferent es fases da EAN.  Raízes nervosas oriundas dos segment os medulares 

t orácico 12 (T12) a lombar 3 (L3) (raízes adj acent es à int umescência lombar),  cauda 

eqüina e nervos ciát icos foram colet ados e processados para dupla imunof luorescência.  

Paralelament e,  esses espécimes foram anal isados quant o à desmiel inização e 

degeneração axonal,  por meio de hist oquímica de Sudan Black e imunof luorescência para 

neurof i lament os,  respect ivament e.  Todos os animais com EAN apresent aram células 

inf lamat órias com imunorreat ividade para iNOS e TNF-α,  correspondendo a macrófagos e 

pol imorfonucleares (neut róf i los).  Essas células cont endo iNOS e TNF-α foram observadas 

nos rat os Lewis exibindo os primeiros sinais cl ínicos da EAN.  Sua população t ornou-se 

numerosa durant e a fase de agravament o do quadro cl ínico,  diminuiu no decorrer da fase 

de recuperação e não foi observada nos animais cl inicament e recuperados.  Conforme o 

est ágio da EAN,  essas células cont endo iNOS e TNF-α foram encont radas nas diferent es 

regiões nervosas anal isadas.  No início dos sinais cl ínicos observou-se algumas células 

iNOS/ TNF-α-imunorreat ivas em vasos da cauda eqüina e do nervo ciát ico.  Na fase em que 

os animais apresent aram paraparesia,  houve um aument o dessa população celular ao 

redor de vasos e inf i l t rados inf lamat órios nos gângl ios sensit ivos,  na cauda eqüina e nas 

raízes nervosas T12-L3.  Al t erações na bainha de miel ina e nos neurof i lament os não foram 

det ect adas.  Com a evolução da EAN,  os animais desenvolveram paraparesia severa.  Nest a 

fase,  numerosas células com imunorreat ividade para iNOS e TNF-α dist r ibuíram-se ao 

redor de inf i l t rados inf lamat órios e no t ecido endoneural  das raízes espinhais e do nervo 

ciát ico.  Próximo às regiões de inf i l t rado,  algumas f ibras nervosas apresent aram bainha de 

miel ina f ragment ada ou mais delgada.  Alguns axônios no nervo ciát ico exibiram 

imunomarcação dos neurof i lament os menos int ensa,  f ragment ada ou aglomerada.  Na fase 

de recuperação,  raras células iNOS/ TNF-α-imunorreat ivas foram encont radas em vasos 

das raízes nervosas T12-L3 e do nervo ciát ico.  Em algumas raízes da cauda eqüina,  essas 

células foram observadas em maior número.  O auge da desmiel inização foi verif icado no 

nervo ciát ico nesse est ágio,  com a presença de vários f ragment os e ovóides de miel ina.  

Os neurof i lament os imunomarcados,  por sua vez,  apresent aram-se cont ínuos,  porém mais 
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delgados do que os normais.  Na fase de resolução da EAN não foram evidenciadas células 

duplament e imunorreat ivas.  A bainha de miel ina recobrou seu aspect o normal nas raízes 

nervosas,  enquant o que no nervo ciát ico,  bainhas de miel ina e neurof i lament os 

imunomarcados delgados foram observados em meio a bainhas e imunomarcação de 

neurof i lament os mais grossas.   

Nossos result ados sugerem uma correlação ent re a presença da iNOS e TNF-α nas 

diferent es regiões nervosas e os sinais cl ínicos exibidos pelo animal com EAN.  Além disso,  

o acent uado processo desmiel inizant e que ocorre no nervo ciát ico é capaz de promover 

al t erações est rut urais nos neurof i lament os,  provavelment e afet ando o funcionament o 

normal dos axônios.   



 xxv

  

ABSTRACT 

 

Inducible nit r ic oxide synt hase (iNOS) and t umor necrosis fact or-alpha (TNF-α) are 

involved in inf lammat ory processes such as Guil lain Barré Syndrome and it s animal model ,  

Experiment al  Aut oimmune Neurit is (EAN).  In t his st udy,  t he presence of  t hese molecules 

was invest igat ed in t he peripheral  nervous syst ems of  Lewis rat s at  dif ferent  st ages of  

EAN.  Thoracic 12 (T12) t o lumbar 3 (L3) spinal  root s adj acent  t o lumbar int umescence,  

cauda equina and sciat ic nerves were obt ained and processed for double 

immunof luorescence.  These specimens were also analyzed for myel in and axonal  

degenerat ion using Sudan Black hist ochemist ry and neurof i lament  immunolabel l ing,  

respect ively.  Al l  t he immunized animals showed double iNOS and TNF-α immunoreact ivit y 

in inf lammat ory cel ls such as macrophages and polymorphonuclears (neut rophils).  These 

cel ls were observed in Lewis rat s exhibit ing t he f irst  cl inical  signs of  EAN.  Their 

populat ion increased during t he worsening of  t he disease,  diminished during t he recovery 

phase and had disappeared complet ely in cl inical ly recovered rat s.  Depending on t he EAN 

phase,  iNOS and TNF-α bearing cel ls were found in t he dif ferent  regions of  peripheral  

nervous syst em analyzed.  At  t he onset  of  cl inical  signs,  some iNOS and TNF-α 

immunoreact ive cel ls were observed in vessels of  t he cauda equina and t he sciat ic nerve.  

In mildly paraparet ic rat s,  an increase in t he amount  of  t hese cel ls around vessels and 

inf lammat ory inf i l t rat es in t he dorsal root  gangl ia,  cauda equina and T12-L3 spinal  root s 

was observed.  Changes in t he myel in sheat h and neurof i lament s were not  det ect ed.  As 

t he EAN evolved,  t he rat s developed severe paraparesis.  At  t his st age,  numerous iNOS 

and TNF-α bearing cel ls were observed around inf lammat ory inf i l t rat es and in t he 

endoneurium of  t he spinal  root s and t he sciat ic nerve.  Some nerve f ibers near t o 

inf i l t rat ed regions showed a t hinner or even f ragment ed myel in sheat h.  Some sciat ic 

nerve axons exhibit ed a less int ense,  f ragment ed or clust ered neurof i lament  

immunolabel l ing.  During recovery st age,  rare iNOS/ TNF-α immunoreact ive cel ls were 

det ect ed in vessels of  T12-L3 spinal root s and t he sciat ic nerve.  An increased number of  

t hese cel ls was observed in some nerve f ibers of  cauda equina.  The peak st age of  

demyel inat ion was verif ied in t he sciat ic nerve by t he presence of  several  myel in ovoids.  

Neurof i lament s showed cont inuous immunolabel l ing,  but  were more slender t han t he 

neurof i lament s in naïve rat s.  Double-immunoreact ive cel ls were not  evidenced during t he 

recovery st age.  In nerve root s,  t he myel in sheat h recovered it s normal appearance,  while 

in sciat ic nerves,  slenderer myel in sheat hs and immunolabel led neurof i lament s were 
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observed among t hicker ones.  Our result s suggest  t hat  t here is a close associat ion 

bet ween t he presence of  iNOS and TNF-α bearing cel ls in t he various regions of  t he 

peripheral  nervous syst em and t he cl inical  signs exhibit ed by t he animals.  Furt hermore,  

t he acut e demyel inat ing process in sciat ic nerves also promot es st ruct ural  changes,  

probably af fect ing t he normal funct ioning of  axons.  
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1.  INTRODUÇÃO 

 

A neurit e experiment al  aut o-imune (EAN) é um modelo animal da Síndrome de 

Guil lain Barré (GBS) que acomet e o ser humano,  ambas de carát er inf lamat ório e 

desmiel inizant e do sist ema nervoso periférico (SNP) (WAKSMAN e ADAMS,  1955).  A EAN 

pode ser induzida em espécies suscept íveis at ravés da imunização at iva com homogenado 

de nervo periférico ou de miel ina,  com prot eínas da miel ina (P2 e P0) ou pept ídeos 

sint ét icos dest as,  ou ainda at ravés de imunização passiva com a t ransferência de células 

T sensibi l izadas a esses ant ígenos.  De acordo com a concent ração de miel ina,  pept ídeos 

neurit ogênicos ou de células T ut i l izadas na indução,  a EAN pode apresent ar diferent es 

caract eríst icas pat ológicas,  por exemplo,  quant o à gravidade ou predominância de 

al t erações desmiel inizant es ou degenerat ivas axonais.  Essas diferent es caract eríst icas 

ref let em aspect os imunológicos,  morfológicos e elet rof isiológicos de formas variant es da 

GBS,  o que t orna a EAN um excelent e modelo experiment al  na invest igação dos 

mecanismos e de possíveis t rat ament os para essa doença (HARTUNG, STOLL e TOYKA,  

1993).  

A EAN caract eriza-se pela inf i l t ração de l infócit os e macrófagos nas raízes 

espinhais e nos nervos periféricos,  onde acarret am o processo de desmiel inização 

mult i focal,  predominant ement e ao redor de vênulas.  Trabalhos de microscopia elet rônica 

revelaram que os macrófagos at ivament e separam as lamelas de miel ina dos axônios,  

induzem a f ragment ação vesicular da bainha de miel ina e fagocit am t ant o a miel ina 

afet ada como a que est á int act a.  O mecanismo pelo qual a int eração inicial  ent re célula 

de Schwann/ miel ina e célula T acarret a a aderência dos macrófagos na superf ície de 

bainhas de miel ina individualment e não est á complet ament e est abelecido (KIEFER et  al . ,  

2001).   

Tant o na EAN como na GBS,  a at ivação de macrófagos dependent e de células T-

CD4 é o principal mecanismo responsável que medeia a dest ruição da miel ina.  No 

desenvolviment o da EAN são produzidas cit ocinas pró-inf lamat órias responsáveis pelo 

agravament o dos sinais cl ínicos e hist opat ológicos,  assim como pela produção de cit ocinas 

com efeit o ant i-inf lamat ório que podem levar à resolução do processo pat ológico.  O TNF-

α é uma cit ocina pleiot rópica que cont ribui na quebra da barreira hemat o-nervosa na 

EAN,  acarret a edema endoneural ,  acúmulo de leucócit os na parede dos vasos,  

degeneração axonal e desmiel inização das f ibras nervosas local izadas perivascularment e 

(HALL,  REDFORD e SMITH,  2000;  LIEFNER et  al . ,  2000).  Sua ação biológica é complexa e 
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depende da int eração com seus dois recept ores,  TNFR1 e TNFR2.  At ualment e,  

t rat ament os experiment ais com esses recept ores na forma solúvel foram ut i l izados com 

int uit o de impedir ou amenizar processos inf lamat órios,  ent re eles a EAN (TAYLOR e 

POLLARD,  2007).   

O TNF-α e out ras cit ocinas consideradas pró-inf lamat órias,  como por exemplo,  o 

IFN-γ,  são capazes de induzir a expressão da isoforma induzível  da enzima sint ase do 

óxido nít r ico (iNOS),  que por sua vez produz al t as concent rações de óxido nít r ico (NO).  O 

NO é capaz de int eragir com radicais l ivres de oxigênio e formar diferent es espécies 

reat ivas com fort e poder oxidat ivo.  Dessa forma,  at ravés de seus derivados,  o NO pode 

promover danos às prot eínas,  l ipídeos de membrana,  DNA e organelas sub-celulares,  

cont ribuindo t ambém para o colapso energét ico e mort e celular.  O NO medeia vários 

processos biológicos,  incluindo vasodilat ação,  neurot ransmissão e cit ot oxidade (BORDERIE 

et  al .  2002),  sendo produzido em diversos t ipos celulares como:  condrócit os,  células 

endot el iais,  macrófagos,  células gl iais e out ros.  Ele t ambém parece exercer um papel  

fundament al  na regulação da respost a imune (DAWSON e DAWSON, 1996,  BOGDAN,  2001).  

Alguns t rabalhos apont am o efeit o do NO sobre a respost a pró-inf lamat ória,  

principalment e mediada por cit ocinas como TNF-α e IFN-γ,  e inibida por cit ocinas como 

IL-10 e TGB-β (BORDERIE et  al . ,  2002).  Est udos demonst raram que a indução de TNF-α é 

acompanhada pela indução de IFN-γ,  assim como de óxido nít r ico sint ase (iNOS) e a 

conseqüent e produção de NO (WILLENBORG, STAYKOVA e COWDEN,  1999).  Por out ro lado,  

o NO t ambém pode at uar no processo ant i-inf lamat ório,  cont rolando a prol i feração 

celular.  No caso da encefalomiel it e aut o-imune experiment al  (EAE) a fase de remissão do 

modelo experiment al  parece est ar relacionada à diminuição da população de l infócit os T 

aut o-reat ivos.  No modelo da EAN,  é provável que esse mecanismo de cont role t ambém 

est ej a present e.  Dent ro desse cont ext o,  o NO t em ganhado import ância e sua 

manipulação pode vir a t ornar-se uma nova forma de t rat ament o para pacient es com 

lesões t raumát icas ou com doenças neurodegenerat ivas periféricas (REDFORD, KAPOOR e 

SMITH,  1997).  

Recent ement e,  alguns aut ores verif icaram a expressão da iNOS em macrófagos,  

células de Schwann e l infócit os,  nas raízes espinhais vent rais e no nervo ciát ico,  ou no 

início dos sinais cl ínicos ou no pico da EAN.  Cont udo,  seus result ados são cont roversos 

(LEE e SHIN,  2002;  CONTI et  al . ,  2004).  

Com o obj et ivo de ampl iar o conheciment o a respeit o do envolviment o da iNOS e 

do NO na EAN,  est e est udo propõe-se a caract erizar imunoist oquimicament e a presença 
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dessa isoforma em dist int as regiões nervosas periféricas,  nos diferent es est ágios cl ínicos.  

Especif icament e,  serão anal isadas as raízes nervosas originadas dos segment os medulares 

t orácico 12 a lombar 3,  a cauda eqüina e o nervo ciát ico.  Uma vez que o TNF-α est á 

associado à indução de iNOS e à pat ogênese da EAN,  sua presença nas diferent es regiões 

nervosas periféricas t ambém será examinada.  Concomit ant ement e,  os processos 

desmiel inizant e e degenerat ivo axonal serão acompanhados por t écnica hist oquímica para 

l ipídeos e imunof luorescência para neurof i lament os.  

A melhor compreensão do cont ext o no qual a iNOS e o TNF-α est ão inseridos na 

EAN cont ribui para a elucidação dos mecanismos envolvidos na pat ogênese e regulação de 

doenças desmiel inizant es como a esclerose múlt ipla e a GBS.   
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2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1.  Síndrome de Guillain Barré 

Os aspect os cl ínicos de paral isia aguda ascendent e foram descrit os por diferent es 

aut ores,  ent re eles,  Jean Bapt ist e Oct ave Landry de Thézil lat  em 1859 e Osler em 1892 

(ASBURY,  1990).  Com o advent o da punção lombar por Heinrick Quincke em 1895,  alguns 

aspect os laborat oriais da Síndrome de Guil lain-Barré (GBS) foram explorados e 

permit iram uma descrição mais complet a da doença.  Em 1916,  os médicos Georges 

Charles Guil lain,  Jean-Alexandre Barré e André St rohl verif icaram que dois soldados com 

um quadro agudo de f raqueza muscular,  parest esia e dor muscular apresent avam alt os 

níveis de albumina no l íquido cefalorraquidiano,  sem est ar acompanhado do aument o no 

número de leucócit os.  Est a condição os levou a presumir que a doença t eria origem 

infecciosa ou t óxica ainda desconhecida.  Essa especulação duraria at é meados da década 

de 50,  quando um processo pat ológico com caract eríst icas semelhant es à GBS foi induzido 

em coelhos por WAKSMAN e ADAMS (1955),  surgindo o modelo de neurit e experiment al  

aut o-imune (EAN).  

Ent re 1976 e 1977,  um grande aument o na incidência de casos de GBS ocorreu nos 

Est ados Unidos durant e a campanha de vacinação em massa cont ra gripe,  result ando na 

sua int errupção.  Após esse episódio e a pedido do “ Nat ional Inst it ut e of  Neurological  and 

Communicat ive Disorders and St roke”  (NINDS),  Asbury e colaboradores elaboraram 

orient ações mais claras quant o aos crit érios que deveriam ser adot ados para o 

diagnóst ico da GBS (ASBURY et  al . ,  1978;  ASBURY e CORNBLATH,  1990).  

Esse e out ros surt os de GBS no mundo alert aram os cient ist as para a necessidade 

em se aprofundar as pesquisas sobre a GBS e os fat ores que podem desencadeá-la,  bem 

como est udar os mecanismos imunológicos e regulat órios envolvidos.  

A Síndrome de Guil lain-Barré (GBS) é uma designação para um grupo de 

neuropat ias periféricas agudas imuno-mediadas,  cada uma com suas caract eríst icas 

especiais,  cl ínicas e pat ológicas.  At ualment e,  a classif icação da GBS abrange diferent es 

formas ou subt ipos,  det erminados de acordo com o component e afet ado no sist ema 

nervoso (HUGHES e CORNBLATH,  2005).  Ent re os subt ipos pat ológicos est ão a:  

• Poliradiculoneuropat ia desmiel inizant e e inf lamat ória aguda (AIDP);  

• Neuropat ia axonal mot ora e sensit iva aguda (AMSAN),  que afet a f ibras nervosas 

mot oras e sensit ivas;  

• Neuropat ia axonal mot ora aguda (AMAN),  quando a def iciência cl ínica 

neurológica é purament e mot ora;  
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• Síndrome de Mil ler Fisher,  variant e que afet a os nervos craniais.  

O subt ipo mais comum é a clássica forma desmiel inizant e AIDP.  Na América do 

Nort e e na Europa,  a maioria dos pacient es apresent a esse subt ipo,  enquant o que 

soment e 5% dos pacient es exibem os subt ipos axonais da doença (HADDEN et  al . ,  1998).  

No Brasil ,  um est udo epidemiológico most rou t ambém o predomínio da forma 

desmiel inizant e da GBS (SANTOS,  2000).  Já no nort e da China,  Japão,  América Cent ral  e 

alguns países da América do Sul (excet o Brasil ),  as formas axonais da GBS const it uem 30 a 

47% dos casos de GBS (McKHANN et  al . ,  1991;  McKHANN et  al . ,  1993;  PARADISO et  al . ,  

1999,  OGAWARA et  al . ,  2000).   

A GBS é a principal  causa de paral isia neuromuscular aguda,  com incidência 

mundial  de 1,3 a 2 casos em 100.000 por ano (GOVONI e GRANIERI,  2001).  No Brasil ,  um 

est udo anal isou a GBS em t oda a população brasileira com menos de 15 anos de idade e 

most rou uma incidência de 0,46 por 100.000 (DIAS-TOSTA e KUCKELHAUS,  2002).  Out ro 

est udo que incluiu indivíduos de várias idades most rou que,  ent re 1987 e 1997,  a 

incidência anual no Brasil  variou de 0,24 a 1,91 casos em 100.000 habit ant es (uma média 

de 1,06 casos por 100.000 por ano).  Alguns aut ores relat aram que a GBS afet a em média 

1,5 vezes mais os homens do que as mulheres (GOVONI e GRANIERI,  2001).  No Brasil  essa 

relação se mant ém,  excet o no caso de pacient es com idade ent re 41 e 50 anos,  onde se 

verif ica uma maior incidência de GBS nas mulheres (SANTOS,  2000).  A incidência da GBS 

t ambém varia conforme a idade dos indivíduos.  Na Europa e América do Nort e,  a 

incidência em j ovens com at é 30 anos de idade é menor do que 1 caso em 100.000,  

enquant o que em idosos acima dos 75 anos,  ela é de aproximadament e 4 casos por 

100.000 (ALTER,  1990;  para revisão ver HUGHES e CORNBLATH,  2005; ).  Assim,  a 

incidência da GBS apresent a variações conforme a região e população est udadas,  a idade 

e o sexo dos indivíduos afet ados e os crit érios de diagnóst ico adot ados nesses est udos.  

Os crit érios de diagnóst ico da GBS foram primeirament e est abelecidos por Asbury 

e colaboradores em 1978 (ASBURY et  al . ,  1978;  ASBURY e CORNBLATH,  1990).  As bases 

para o diagnóst ico são descrit ivas e incluem crit érios cl ínicos,  laborat oriais e 

elet rof isiológicos.  Duas caract eríst icas cl ínicas básicas são indispensáveis:  a f raqueza 

mot ora progressiva em mais de um membro e a arref lexia (perda dos ref lexos t endíneos) 

ou hiporref lexia.  Ent re os crit érios que suport am fort ement e o diagnóst ico de GBS est ão:  

a progressão rápida da f raqueza muscular (muit as vezes ascendent e),  a relat iva simet ria 

dessa f raqueza,  a presença de suaves sint omas ou sinais relacionados à sensibi l idade,  o 

acomet iment o de nervos craniais,  o início da recuperação ent re 2 e 4 semanas após o 
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t érmino da progressão,  a ocorrência de disfunção aut ônoma (arrit mias,  hipot ensão 

post ural ,  hipert ensão) e a ausência de febre no início dos sint omas neurais.  Para 

corroborar o diagnóst ico de GBS,  uma punção lombar e o exame laborat orial  do l íquor 

revelam a presença de elevada concent ração de prot eínas (em 80% dos pacient es) e a 

ausência de reação celular (baixa cont agem de leucócit os).  Os t est es neurof isiológicos 

são import ant es para a conf irmação da neuropat ia periférica e o diagnóst ico da GBS,  

principalment e no que se refere à classif icação do subt ipo de GBS (AIDP,  AMSAN ou 

AMAN),  embora não haj a consenso nesses cr it érios.  Est udos de condução mot ora e 

sensorial  podem indicar desmiel inização ou perda axonal (ASBURY e CORNBLATH,  1990,  

HUGHES e CORNBLATH,  2005).  

A presença de event os precedent es ao surgiment o da síndrome de Guil lain Barré é 

f reqüent e,  mas não essencial  ao diagnóst ico.  Ent re os event os mais comuns que 

precedem a GBS est ão as infecções virais (Epst ein Barr,  Cit omegalovirus),  infecções do 

t rat o respirat ório superior (Mycoplasma pneumoniae) e do t rat o gast ro-int est inal  

(Campylobact er  j ej uni ).  Além disso,  há relat os da associação da GBS com muit os event os 

prévios,  inclusive cirurgias e vacinações (ant i-rábica,  vacinas cont ra gripe).  

A pat ogênese da t ípica GBS (AIDP) caract eriza-se pela inf i l t ração mult i focal de 

células mononucleadas no sist ema nervoso periférico,  no qual a dist r ibuição da 

inf lamação corresponde à def iciência cl ínica observada (ASBURY,  ARNASON e ADAMS,  

1969).  Os macrófagos invadem a bainha de miel ina int act a e acarret am a desnudação dos 

axônios.  Uma hipót ese é a de que os macrófagos são at ivados por l infócit os T e 

direcionados a ant ígenos present es na superf ície das células de Schwann ou da bainha de 

miel ina.  A invasão inicial  da membrana basal das células de Schwann é uma conseqüência 

da ação de met aloprot einases da mat riz,  de radicais t óxicos de óxido nít r ico e de out ros 

mediadores l iberados pelos macrófagos at ivados (CRÉANGE et  al . ,  1999;  KIESEIER et  al . ,  

2004).  Out ra hipót ese é a de que no início da doença,  ant icorpos se l iguem à superf ície 

da célula de Schwann possibi l i t ando a f ixação do complement o.  Isso provavelment e 

afet aria as células de Schwann,  causando dissolução vesicular da miel ina previament e à 

invasão celular (HAFER-MACKO,  1996).  No caso de lesões mais severas,  os axônios 

t ambém podem ser afet ados provavelment e em conseqüência da ação de enzimas e 

radicais t óxicos l iberados na respost a inf lamat ória direcionada cont ra a miel ina (VAN 

DOORN, 2005).  

Nos t ípicos casos de GBS,  os primeiros sint omas são:  dor (soment e em crianças),  

parest esia,  insensibi l idade ou f raqueza nos membros.  A f raqueza pode inicialment e ser 
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proximal,  dist al  ou uma combinação de ambos.  Os nervos faciais são às vezes afet ados,  e,  

menos f reqüent ement e,  os nervos mot ores ocular e bulbar.  Em 25% dos casos a f raqueza 

nos músculos respirat órios requer vent i lação art i f icial .  Em casos severos,  os músculos 

sof rem fadiga após 2 semanas.  Na maioria dos casos,  a doença at inge seu ápice em 2 

semanas.  Com 4 semanas,  prat icament e t odos os pacient es at ingem esse grau.  Após uma 

fase de est abil ização de duração variável,  a recuperação se inicia e t ranscorre no sent ido 

próximo-dist al ,  durando semanas ou meses.  Cinco a 15% dos pacient es com GBS morrem e 

quase 20% f icam inabil i t ados.  Mesmo nos pacient es que apresent am uma boa 

recuperação,  os exames cl ínicos e elet rof isiológicos det ect am f raqueza residual e perda 

de unidades mot oras (DE LA COUR e JAKOBSEN,  2005).  Cerca de 3% dos pacient es sof rem 

reincidência da f raqueza muscular e sensações de dormência muit os anos após o at aque 

inicial .  

At ualment e,  o t rat ament o da GBS (principalment e a do subt ipo AIDP) inclui 

imunot erapias como a plasmaferese,  a t roca de plasma e a inj eção int ravenosa de al t as 

doses de imunoglobul inas.  Apesar dos mecanismos de ação não est arem bem 

esclarecidos,  essas imunot erapias são capazes de reduzir a gravidade e a duração da GBS 

quant o mais precocement e forem apl icadas (BRETTLE et  al . ,  1978;  McKHANN et  al . ,  1988;  

McKHANN,  1990;  DALAKAS,  2004;  HUGHES et  al . ,  2007).  

O t rat ament o da GBS t ambém requer a apl icação de um programa de reabil i t ação 

mult idiscipl inar que inclua mét odos t erapêut icos f ísicos e ocupacionais,  além de 

acompanhament o psicológico.  Organizações como “ The GBS/ CIDP Foundat ion 

Int ernat ional”  nos Est ados Unidos e “ Guil lain Barré Syndrome Support  Group”  no Reino 

Unido t ambém benef iciam o pacient e oferecendo orient ação e informações 

disponibil izadas em suas páginas da int ernet  (ht t p: / / www.gbsf i.com/  e 

ht t p: / / www.gbs.org.uk/ ,  respect ivament e).   

Apesar do monit orament o dos pacient es com GBS e dos bons result ados das 

imunot erapias,  essas prát icas ainda não são suf icient es.  A persist ência das t axas de 

mort al idade e os sint omas e def iciências residuais nos demais pacient es ressal t am a 

necessidade de novas formas de t rat ament o.  Para isso,  é import ant e que novas pesquisas 

possam ident if icar os mecanismos imunopat ogênicos que at uam na GBS e em seus 

diferent es subt ipos (HUGHES et  al . ,  2007).  
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2.2.  Neurite experimental auto-imune (EAN) 

2.2.1.  Modelo experimental 

Em 1955,  Waksman e Adams descreveram a indução experiment al  de um processo 

inf lamat ório e monofásico que afet ava o SNP de coelhos e denominaram-no neurit e 

experiment al  alérgica (at ualment e,  neurit e experiment al  aut o-imune ou EAN).  Uma 

emulsão preparada com homogenado de nervo periférico e out ros t ecidos nervosos 

(homólogos e het erólogos) foi inj et ada em coelhos.  Após um período lat ent e de cerca de 

2 semanas,  observou-se at axia (perda de coordenação mot ora) e f raqueza muscular nos 

membros (paresia),  culminando em paral isia.  A anál ise pat ológica most rou a 

desmiel inização nos nervos periféricos dos animais doent es e a presença de inf i l t rados 

inf lamat órios compost os por l infócit os e macrófagos.  A part ir  desses result ados,  os 

aut ores ressalt aram a analogia ent re a EAN e a GBS e forneceram evidências favorecendo 

a t eoria de que a GBS t eria uma base aut o-imune (ASBURY,  1990).  

A EAN é amplament e ut i l izada como modelo animal na invest igação dos 

mecanismos envolvidos na f isiopat ologia da GBS,  pois se assemelha a ela em vários 

aspect os cl ínicos,  hist opat ológicos,  imunológicos e elet rof isiológicos (para revisão ver 

HAHN,  1996).  Cl inicament e,  a EAN caract eriza-se pelos animais apresent arem at axia,  

paresia ou mesmo paral isia,  como mencionado ant eriorment e.  Nos animais com EAN,  o 

nível  prot éico no l íquor é elevado e geralment e não há reação celular,  assim como ocorre 

na maioria dos casos em humanos com GBS do subt ipo AIDP.  Hist opat ologicament e 

observa-se inf i l t rados perivenulares de células T,  monócit os e pol imorfonucleares.  Esses 

inf i l t rados são det ect ados nas raízes nervosas,  nos gângl ios das raízes dorsais e nos nervos 

periféricos.  Próximo aos inf i l t rados ocorre uma acent uada degradação da miel ina,  que se 

apresent a na forma de segment os ou ovóides de miel ina em degeneração.  Após a 

dest ruição da miel ina,  segue-se o período de remiel inização.  A miel ina formada é mais 

f ina do que a que foi degradada e a dist ância int ernodal  é mais curt a.   

A EAN pode ser induzida em espécies suscept íveis por meio de imunização at iva 

com homogenado de nervo periférico,  miel ina,  prot eínas da miel ina (P2 e P0) e pept ídeos 

sint ét icos de P2,  ou ainda via imunização passiva com a t ransferência de células T 

sensibi l izadas a esses ant ígenos.  As variações quant o à forma de indução desse modelo 

experiment al  e quant o ao t ipo e concent ração dos component es neurit ogênicos result am 

em diferent es padrões de evolução e gravidade da EAN.  Est e aspect o é import ant e,  pois 

permit e o est udo de variações no modelo experiment al  que podem ref let ir as formas 

variant es ou subt ipos da GBS (HARTUNG et  al . ,  1988).  
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A prot eína P2 da miel ina é muit o conservada ent re as espécies,  mas sua 

quant idade e dist r ibuição no SNP variam conforme a espécie anal isada (GREENFIELD,  

BROSTOFF e HOGAN,  1980).  Em nervos de rat o e boi,  por exemplo,  a prot eína P2 

corresponde respect ivament e a 2% e 15% do t ot al  das prot eínas.  No homem e nos coelhos 

há maior quant idade de P2 nas raízes vent rais do que nas raízes dorsais,  enquant o que no 

rat o e na cobaia,  ambos os t ipos de raízes possuem a mesma quant idade.  No homem e 

nos coelhos há menos P2 nos nervos periféricos do que nas raízes vent rais,  enquant o que 

no rat o e na cobaia,  a quant idade de P2 é a mesma no nervo e nas raízes.  A prot eína P2 

est á present e na medula espinhal de coelhos e t raços de P2 t ambém são encont rados na 

medula do homem e da cobaia.  Nos rat os,  essa prot eína não est á present e na medula 

espinhal.  Essa dist r ibuição t opográf ica de P2 coincide com a observação de lesões da EAN 

na medula espinhal de coelhos,  em menor proporção na medula de cobaias,  e a ausência 

de lesões na medula espinhal de rat os.  No homem,  a dist r ibuição das lesões não est á 

t ot alment e relacionada com a dist r ibuição de P2 (ARNASON E SOLIVEN,  1993).  

Brost of f  e colaboradores (1977,  1980) verif icaram que pept ídeos de P2 com 

pequenas seqüências de aminoácidos exibiam ação neurit ogênica ou encefal i t ogênica,  

dependendo da espécie inoculada.  No rat o,  o det erminant e neurit ogênico com maior 

at ividade corresponde aos resíduos de aminoácidos 53 e 78 (ROSTAMI et  al . ,  1990).  Em 

muit os t rabalhos que ut i l izam o rat o Lewis como modelo para EAN,  os animais são 

imunizados com a inj eção da prot eína P2 ou de um pept ídeo de P2.  HAHN e 

colaboradores (1991) compararam aspect os cl ínicos e hist opat ológicos em animais 

imunizados com pept ídeo sint ét ico SP26 da prot eína P2 em quat ro diferent es 

concent rações:  25,  50,  75 e 100µg/ animal.  De acordo com seus result ados,  baixas doses 

do pept ídeo acarret am uma neurit e mais suave e predominant ement e desmiel inizant e.  

Ao cont rário,  al t as doses result am em paral isia severa de progressão rápida e com a 

ocorrência de degeneração axonal.  Observações semelhant es foram feit as para o modelo 

de t ransferência adot iva da EAN,  onde a pat ologia do nervo variou conforme a 

concent ração ut i l izada de células T sensibi l izadas (IZUMO et  al . ,  1985;  HEININGER et  al . ,  

1986).  

O t ermo imunização at iva é ut i l izado quando a EAN é induzida at ravés da inj eção 

de algum component e da miel ina.  Out ra forma de indução é denominada imunização 

passiva ou t ransferência adot iva da EAN (AT-EAN).  Est a forma consist e em t ransferir para 

um animal saudável,  células T reat ivas específ icas a P2 obt idas de um out ro animal  

previament e inoculado com as prot eínas da miel ina P2 ou P0 (LININGTON et  al . ,  1984;  
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LININGTON et  al . ,  1992).  O animal que recebe as células T desenvolve a EAN com algumas 

caract eríst icas diferent es dos animais imunizados at ivament e.  Primeirament e,  a evolução 

cl ínica é mais rápida na AT-EAN.  Os sinais cl ínicos iniciam-se por vol t a do 4º-5º dia após a 

imunização e at ingem o maior grau (fase de pico) no 6º-9º dia.  Além disso,  a AT-EAN com 

alt as concent rações de células T se caract eriza pelo predomínio de degeneração axonal à 

desmiel inização (IZUMO et  al . ,  1985;  HAHN et  al . ,  1988;  POWELL et  al . ,  1991).   

A AT-EAN const it ui uma fort e evidência do envolviment o das células T aut o-

reat ivas na imunopat ogênese da EAN.  No ent ant o,  alguns t rabalhos indicam t ambém que 

a imunopat ogênese da EAN envolve a ação sinergíst ica de células T e de ant icorpos 

específ icos para miel ina (HAHN et  al . ,  1993;  SPIES et  al . ,  1995).  Com base nesses est udos,  

out ra forma de AT-EAN ut i l iza a t ransferência de células B e T obt idas a part ir de 

l infonodos de animais imunizados com miel ina de nervo periférico (TAYLOR e POLLARD,  

2001).  Nest e modelo,  as al t erações elet rof isiológicas se assemelham às observadas na 

AIDP,  indicando um maior grau de desmiel inização das f ibras nervosas se comparado ao 

modelo de AT-EAN com células T soment e (TAYLOR e POLLARD,  2003).  

 

2.2.2.  Evolução clínica da EAN 

No rat o Lewis,  a evolução cl ínica da EAN apresent a um curso monofásico durant e a 

qual os animais desenvolvem uma progressiva paral isia dos membros,  de forma aguda,  

bi lat eral  e ascendent e.  A manifest ação dos primeiros sinais cl ínicos da EAN inicia-se a 

part ir do 10º dia pós-imunização (p. i. ).  Verif ica-se a f lacidez na cauda e a perda da 

coordenação mot ora durant e a marcha.  Geralment e,  há uma repent ina perda de peso nos 

animais no início do processo pat ológico e que aument a conforme a gravidade do mesmo.  

A EAN avança e os membros pélvicos são afet ados,  enf raquecendo-se progressivament e.  

Dependendo da gravidade da EAN,  os membros t orácicos t ambém são acomet idos e 

t ornam-se parét icos ou mesmo paral isados.  A fase de pico culmina aproximadament e 

ent re o 14º e 19º dia p. i.  Após esse período,  os animais apresent am uma recuperação 

cl ínica gradual e descendent e,  recuperando primeirament e a mobil idade dos membros 

t orácicos,  seguida dos membros pélvicos e f inalment e,  o t ônus da cauda (HAHN et  

al . ,1991;  CASTRO et  al . ,  2007).  

Os est udos sobre EAN ut i l izam diferent es escalas e at r ibuições de graus aos 

diferent es sinais cl ínicos exibidos pelos animais doent es.  Uma das escalas ut i l izada é mais 

simpl if icada e abrange 5 graus (STEVENS et  al . ,  1989),  podendo haver variações nas 

caract eríst icas cl ínicas abrangidas por cada grau.  Out ra escala ut i l izada por alguns 
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aut ores chegam at é grau 10 e incluem aspect os cl ínicos mais específ icos (PILARTZ et  al . ,  

2002).  Esses aspect os,  por exemplo,  aval iam se o animal est á menos at ivo,  se apresent a 

menor ou maior dif iculdade em volt ar à sua posição habit ual  (r ight ing ref lex) ou se a 

paraparesia é suave,  moderada ou severa.  Para melhor compararem os efeit os de cert o 

t rat ament o nos animais com EAN,  Felt s e colaboradores (2002) ut i l izaram uma escala 

onde os animais receberam 1 pont o para cada sinal apresent ado,  em um t ot al  de 18 sinais 

descrit os.  Ent re esses sinais podem ser cit ados:  a perda de peso,  a perda do t ônus na 

pont a da cauda,  a perda do t ônus em t oda a cauda,  a paral isia da cauda,  a perda da 

capacidade em espalmar os dígit os das pat as post eriores,  o lent o ret orno à posição 

normal quando colocado em decúbit o dorsal,  a incapacidade de ret ornar à posição 

normal,  ent re out ros.  

Ao mesmo t empo em que as escalas mais det alhadas fornecem caract eríst icas 

mais específ icas do est ado cl ínico em que se encont ra o animal,  elas geralment e não 

est ão correlacionadas com exames pat ológicos ou laborat oriais.  Além disso,  não é 

incomum a sobreposição de sinais cl ínicos at ribuídos para diferent es graus,  o que 

dif icul t a a aval iação do animal.  Dessa forma,  escalas que ut i l izam maior número de graus 

cl ínicos nem sempre são menos subj et ivas do que escalas mais simples e abrangent es.  No 

ent ant o,  a escolha apropriada da escala deve at ender aos obj et ivos da invest igação.   

 

2.2.3.  Imunopatogênese 

Muit as evidências sugerem que a imunopat ogênese da EAN,  assim como sua 

evolução cl ínica,  dependam da part icipação conj unt a de células T,  células B e 

macrófagos,  associada à expressão de uma complexa rede de cit ocinas,  t emporalment e e 

espacialment e regulada (CRÉANGE et  al . ,  1998;  ZHU,  MIX e LINK,  1998).   

Após a inoculação,  os ant ígenos da miel ina são processados por macrófagos nos 

l infonodos próximos ao local  inj et ado e apresent ados aos l infócit os T at ravés das 

moléculas de classe II do complexo principal de hist ocompat ibi l idade (MHC).   

Os l infócit os T CD4
+ at ivados,  independent ement e de sua especif icidade 

ant igênica,  pat rulham o SNP e ao at ravessar o endot él io,  eles at uam localment e na 

quebra da barreira hemat o-nervosa (BNB) (HAHN et  al . ,  1993;  POLLARD et  al . ,  1995).   

O t ráfego das células T CD4
+ at ivadas at ravés do endot él io vascular envolve o 

aument o de expressão gênica e a int eração de moléculas de adesão celular na superf ície 

das células endot el iais e de l infócit os (STOLL et  al . ,  1993a;  ARCHELOS et  al . ,  1993).  A 

expressão dessas moléculas de adesão é induzida por cit ocinas l iberadas pelas células T 
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CD4
+ do t ipo Th1,  especialment e o int érferon-gama (IFN-γ) e o fat or de necrose t umoral-

al fa (TNF-α) (McCARRON et  al . ,  1993).  A degranulação de mast ócit os endoneurais e a 

l iberação de aminas vaso-at ivas cont ribuem para o aument o da permeabil idade da BNB 

(BROSNAN et  al . ,  1985).  A perda da int egridade da BNB permit e que os ant icorpos 

circulant es ant i-miel ina e ant i-nervo at inj am seus alvos no endoneuro,  result ando na 

int eração sinergíst ica da imunidade humoral com a imunidade celular (HAHN et  al . ,  1993;  

SPIES et  al . ,  1995).  

À medida que os l infócit os T migram para o endoneuro,  eles l iberam inúmeras 

cit ocinas,  ent re elas o IFN-γ e o TNF-α (HARTUNG et  al . ,  1990;  STOLL et  al . ,  1993a).  O 

IFN-γ,  considerado uma cit ocina pró-inf lamat ória,  possui múlt iplos efeit os sobre 

diferent es células (ZHU et  al . ,  1998;  ZHU et  al . ,  2004).  Como mencionado ant eriorment e,  

o IFN-γ induz a expressão de moléculas de adesão em células endot el iais,  faci l i t ando o 

recrut ament o e o inf luxo de células inf lamat órias no microambient e do nervo,  

principalment e de macrófagos (STOLL et  al . ,  1993a;  McCARRON et  al . ,  1993;  CRÉANGE et  

al ,  1998).  O IFN-γ possui t ambém out ras ações imunoregulat órias,  ent re elas,  a de 

est imular a produção de int ermediários reat ivos do oxigênio e do óxido nít r ico em 

macrófagos e a produção de TNF-α e IL-1β em células mononucleadas e células de 

Schwann (ARMATI e POLLARD,  1996).  O IFN-γ t ambém induz ao aument o da expressão de 

moléculas MHC classe II em macrófagos e células de Schwann (BERGSTEINSDOTTIR,  

KINGSTON e JESSEN,  1992;  GOLD,  TOYKA e HARTUNG, 1995).  A capacit ação dest as células 

como apresent adoras de ant ígenos via expressão de MHC II possibil i t a um aument o da sua 

int eração com células T CD4
+,  result ando na expansão clonal de l infócit os T aut o-reat ivos 

e na ampl if icação da respost a imune local.  

Os macrófagos const it uem out ra população celular com crít ico envolviment o na 

EAN,  at uando principalment e na sua fase de ampl if icação e na fase efet ora.  At ravés de 

sua int eração com as células T CD4
+ e suas cit ocinas,  os macrófagos são at ivados,  

aument am sua at ividade fagocít ica,  produzem diversas cit ocinas (IL-1,  IL-6,  IL-12,  TNF-

α),  prot eases e espécies t óxicas de oxigênio capazes de dest ruir a miel ina (HARTUNG et  

al . ,  1992;  BARON et  al . ,  1993;  ZHU,  MIX e LINK,  1998).  Além disso,  est udos de 

microscopia elet rônica most raram que os macrófagos at ivados são capazes de se aderir às 

f ibras nervosas de aspect o normal e separar as lamelas de miel ina dos axônios,  induzindo 

a f ragment ação vesicular da mesma e fagocit ando t ant o a miel ina afet ada,  como a que 

est á int act a (BALLIN e THOMAS,  1969).  O mecanismo pelo qual os macrófagos são at raídos 

e se aderem à bainha de miel ina int act a não é complet ament e conhecido.  Uma hipót ese 



Revisão Bibl iográf ica 18

  

é a de que ant icorpos circulant es se l iguem aos seus epít opos ant igênicos na célula de 

Schwann,  at ivando o sist ema complement o com a deposição do complexo t erminal de 

at aque à membrana (STOLL et  al . ,  1991),  o que result aria na f ragment ação vesicular da 

miel ina e na at ração de macrófagos at ivados (GRIFFIN et  al . ,  1992).  Os macrófagos 

t ambém podem l igar-se aos component es do complement o deposit ados na célula de 

Schwann e na miel ina at ravés de seus recept ores de superf ície CR3.  Out ra hipót ese sugere 

que os macrófagos sej am direcionados à bainha de miel ina at ravés da l igação de seus 

recept ores Fc aos ant icorpos ant i-miel ina circulant es ou localment e produzidos.   

Ant es do início dos sinais cl ínicos da EAN,  a maioria das células T expressa o 

fenót ipo CD4
+ auxil iar (ZHU et  al . ,  1998).  Durant e a respost a imune,  as células T CD4

+ 

secret am cert os t ipos de cit ocinas que as diferenciam em subpopulações celulares do t ipo 

Th1 e Th2 e t orna-se evident e que a at ivação diferencial  dest as populações celulares t em 

um papel crít ico na indução e subseqüent e regulação das doenças aut o-imunes órgão-

específ icas (KUCHROO et  al .  1993;  KUCHROO et  al . ,  1995;  NICHOLSON e KUCHROO, 1996).  

Os l infócit os T CD4
+ envolvidos na pat ogênese da EAN est ão relacionados com o perf i l  de 

cit ocinas produzidas pela subpopulação do t ipo Th1,  ou sej a,  cit ocinas pró-inf lamat órias 

como a int erleucina IL-2,  o int erferon gama (IFNγ) e o TNF-α (HARTUNG et  al . ,  1990;  

SCHMIDT et  al . ,  1992;  STOLL et  al . ,  1993b;  ZHU et  al. ,  1997).  No decurso da EAN,  

verif ica-se que a recuperação espont ânea dos animais est á correlacionada com o 

aument o na expansão de células Th2 e o aument o da produção de cit ocinas                

ant i-inf lamat órias,  ent re elas a IL-4 e IL-10 (ZHU et  al . ,  1996;  JANDER et  al . ,  1996;  BAI et  

al . ,  1997;  ZHU et  al . ,  2004),  além do TGF-β produzido por células do t ipo Th2 (CHEN et  

al . ,1994;  ZHU et  al . ,  1998).  

 

2.2.4.  Alterações patológicas 

No rat o em fase inicial  da EAN,  o edema das raízes nervosas da cauda eqüina e do 

nervo ciát ico est á ent re as primeiras al t erações morfológicas observadas por meio de 

microscopia elet rônica.  Dois dias depois,  as lept omeninges est ão inf i l t radas por 

l infócit os.  Com a evolução da EAN são observados populosos aglomerados de 

mononucleares perivenulares dist r ibuídos em vários focos nas raízes espinhais e nervos.  

Muit os macrófagos est ão present es dent ro dos t ubos de membrana basal das células de 

Schwann,  onde at ivament e desnudam e degradam a miel ina.  Macrófagos carregados de 

cont eúdo l ipídico são observados fora dos t ubos de células de Schwann e se concent ram 

ao redor de pequenas vênulas.  Na fase de pico da EAN,  o processo inf lamat ório nas raízes 
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nervosas começa a amenizar-se.  Há poucos l infócit os inf i l t rados,  enquant o que 

macrófagos cont endo pequenas got ículas l ipídicas est ão reunidos ao redor de vasos 

endoneurais.  Concomit ant ement e são observados t ambém axônios em início de 

remiel inização,  com poucas camadas de lamelas compact adas de miel ina.  No nervo 

ciát ico,  algumas f ibras em degeneração axonal aguda são encont radas dispersas.  Uma 

semana depois,  com os animais j á em fase de recuperação avançada,  os l infócit os e 

macrófagos desapareceram (HAHN,  et  al . ,  1991;  ARNASON e SOLIVEN,  1993).   

 

2.2.5.  A barreira hemato-nervosa (BNB) nas raízes espinhais,  gânglios 

sensitivos e nervos periféricos 

O supriment o sangüíneo dos nervos periféricos se caract eriza pela presença de 

dois sist emas vasculares separados e funcionalment e independent es,  mas com ext ensas 

anast omoses ent re si:  um sist ema ext rínseco e out ro int rínseco.  O sist ema ext rínseco é 

formado pelas art érias nut rícias regionais ou art eríolas e vênulas,  j unt ament e com os 

vasos epineurais.  O sist ema int rínseco consist e em micro-vasos longit udinais dent ro do 

endoneuro fascicular.  Os vasos epineurais e perineurais servem de pont e na anast omose 

que int erconect a esses dois sist emas (para revisão ver McMANIS,  LOW e LAGERLUND,  

1993).  A BNB que prot ege o microambient e endoneural  desse compart iment o vascular é 

const it uída pelas múlt iplas camadas do perineuro e pelo endot él io vascular endoneural .  O 

perineuro é uma bainha conj unt iva compact a que envolve os fascículos nervosos,  formada 

por camadas concênt ricas al t ernadas de t ecido conj unt ivo denso ordenado e células 

perineurais.  Est as células de perf i l  pol igonal e achat ado est ão unidas por j unções de 

oclusão e possuem uma membrana basal aniônica,  rest ringindo a passagem de prot eínas,  

solut os e elet ról i t os para o endoneuro,  havendo mecanismos específ icos de t ransport e 

vesicular,  f aci l i t ado e at ivo.  As células endot el iais dos capilares endoneurais apresent am 

j unções de oclusão em um único local de aposição,  diferent ement e do endot él io que 

forma a barreira hemat o-encefál ica (BBB).  A face int erna desses capilares (gl icocál ice 

endot el ial) possui gl icoconj ugados cont endo ácido siál ico carregado negat ivament e,  

formando uma barreira elet rost át ica que repele moléculas de mesma carga (OLSSON,  

1968;  para revisão t ambém ver HO,  McKHANN e GRIFFIN,  1998).   

Os gângl ios sensit ivos são envolt os por uma cápsula conj unt iva que inclui uma 

camada de células cont ínuas com a camada mais int erna do perineuro das raízes e nervos 

adj acent es.  Essa camada é impermeável à passagem de prot eínas marcadoras apl icadas 

na superf ície do gângl io.  No ent ant o,  alguns dos vasos sangüíneos present es dent ro dos 
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gângl ios apresent am endot él io fenest rado,  permit indo a difusão de marcadores 

f luorescent es inj et ados endovenosament e para o espaço ext racelular dos gângl ios 

sensit ivos (REALE,  LUCIANO e SPITZNAS,  1976;  para revisão ver KIERNAN,  1996).   

Rosen e colaboradores (1990) observaram que a BNB nas raízes espinhais é mais 

permeável aos const it uint es séricos do que os nervos periféricos.  Out ros aut ores 

most raram t ambém que os capilares das raízes nervosas espinhais são permeáveis às 

prot eínas marcadoras,  inclusive mais permeáveis do que as regiões mais dist ais do nervo 

(porções pré-t erminais axonais na pele e no músculo).  A bainha das raízes nervosas,  

embora anat omicament e cont ínua com a pia-aracnóide e com o perineuro,  most rou-se 

permeável às prot eínas marcadas com f luoróforos,  HRP e íons lant ânio (KIERNAN,  1996).   

O envolt ório nas raízes nervosas consist e em:   

• uma bainha ext erna cont ínua com a pia-mát er que envolve a medula espinhal e 

com uma camada de células do perineuro na região periférica.  Essa bainha 

consist e de células pouco associadas e com muit o espaço ent repost o que est á 

em cont inuidade com o espaço sub-aracnóide e com component es 

ext racelulares de t ecido conj unt ivo;  

• uma bainha int erna cont ínua com o perineuro perifericament e;  na ext remidade 

opost a,  essa bainha revest e uma membrana basal que recobre o endoneuro da 

raiz e t ermina próximo à j unção da raiz nervosa com a medula cent ral .  As 

células que compõem est a bainha cont êm muit as vesículas pinocít icas,  são 

achat adas,  fort ement e associadas umas às out ras e int ermit ent ement e 

revest idas por uma lâmina basal (THOMAS,  BERTHOLD E OCHOA,  1993).   

 

2.3.  TNF-α 

O TNF-α é uma cit ocina pleiot rópica que vem sendo alvo de muit os est udos devido 

aos seus efeit os biológicos em lesões nervosas e seu envolviment o na pat ogênese de 

diferent es processos inf lamat órios (VASSALLI,  1992;  BARTEN e RUDDLE,  1994;  HARTUNG 

et  al . ,  1995;  LIEFNER et  al . ,  2000).   

O TNF-α pode ser produzido por diferent es t ipos celulares,  principalment e por 

macrófagos at ivados,  l infócit os T e células de Schwann (STOLL et  al ,  1993b;  WAGNER e 

MYERS,  1996).  Além de seu papel imunoregulat ório na produção de out ras cit ocinas,  o 

TNF-α cont ribui na quebra da barreira hemat o-nervosa at ravés da indução de moléculas 

de adesão e at ua no recrut ament o e at ivação de macrófagos (BARTEN e RUDDLE,  1994;  

REDFORD,  HALL e SMITH,  1995;  BAO et  al . ,  2003;  SHUBAYEV et  al . ,  2006).  Alguns aut ores 
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observaram que a inj eção int raneural  de TNF-α em nervo ciát ico de camundongos e rat os 

é capaz de acarret ar edema endoneural ,  acúmulo de leucócit os nas paredes dos vasos 

endoneurais,  degeneração axonal e desmiel inização de f ibras nervosas perivascularment e 

local izadas (SAID e HONTEBEYRIE-JOSKOWICZ,  1992;  REDFORD,  HALL e SMITH,  1995;  

UNCINI et  al . ,  1999;  HALL et  al . ,  2000;  LIEFNER et  al . ,  2000).  

Em relação à GBS,  Radhakrishnan e seus colaboradores (2004) observaram que há 

uma posit iva correlação ent re a gravidade da doença e os elevados níveis séricos de TNF-

α.  Em rat os com EAN,  Zhu e colegas (1997) verif icaram a máxima expressão do RNA 

mensageiro dessa cit ocina nos est ágios cl ínicos mais severos do processo pat ológico,  

seguida de uma gradual diminuição durant e a fase de recuperação.  Out ro grupo de 

pesquisadores obt eve grande redução na gravidade da EAN quando administ rados 

ant icorpos ant i-TNF-α (STOLL et  al . ,  1993b).   

Out ro aspect o da at uação do TNF-α est á relacionado ao desenvolviment o de dor 

neuropát ica em diferent es modelos experiment ais (LINDENLAUB et  al . ,  2000;  OHTORI et  

al . ,  2004;  MYERS,  CAMPANA e SHUBAYEV,  2006).  A dor neuropát ica é def inida 

convencionalment e como a dor gerada quando o nervo periférico ou os neurônios 

gangl ionares e/ ou medulares são afet ados.  Sensações de dor neuropát ica são relat adas 

em 55 a 85% dos casos de Síndrome de Guil lain Barré (PENTLAND e DONALD,  1994;  

MOULIN et  al . ,  1997),  o que sugere sua presença t ambém no modelo de EAN (HUGHES e 

CORNBLATH,  2005).  Recent ement e,  MOALEM-TAYLOR e colaboradores (2007) verif icaram 

que rat os imunizados com P2 apresent am hiperalgesia e alodinia,  t ornando a EAN um 

possível  modelo experiment al  para est udo de dor.  

Os diversos efeit os biológicos do TNF-α são mediados principalment e pela 

int eração dest a cit ocina com dois dist int os recept ores (TNFR) de superf ície celular:  TNFR-

1 (ou p55) e TNFR-2 (ou p75) (TARTAGLIA,  et  al . ,  1993;  MacEWAN,  2002).  Ambos 

recept ores possuem signif icat iva homologia nos seus domínios ext racelulares,  porém,  

diferem quant o aos seus domínios cit oplasmát icos,  conduzindo à at ivação de dist int as 

cascat as de sinal ização que result am em efeit os dist int os e geralment e opost os.  O 

recept or t ipo TNFR-1,  expresso const it ut ivament e,  l iga-se preferencialment e ao TNF-α 

solúvel e est á relacionado à maior part e das funções do TNF-α,  incluindo mort e celular e 

prol i feração.  O TNFR-2,  caract erizado como um recept or induzível,  l iga-se 

principalment e às moléculas de TNF-α associadas à membrana e medeia mecanismos de 

neuroprot eção (VANDENABEELE et  al . ,  1995;  LEDGERWOOD, POBER e BRADLEY,  1999;  

MYERS,  CAMPANA e SHUBAYEV,  2006).  Dependendo do complexo TNF-recept or formado,  



Revisão Bibl iográf ica 22

  

pode ocorrer int ernal ização ou l iberação do mesmo.  Em alguns casos,  est es complexos 

são cl ivados por met aloprot einases e l iberados como forma solúvel  no soro e f luidos 

corpóreos (PORTEU et  al . ,  1991).  Dessa forma,  os recept ores solúveis de TNF podem agir 

como ant agonist as do TNF-α,  compet indo pelo l igant e com os recept ores associados à 

membrana.  Isso pode represent ar um mecanismo de cont role da ação do TNF-α quando 

l iberado na circulação (VAN ZEE et  al . ,  1992;  HUNGER et  al . ,  1997).  Alguns aut ores 

obt iveram bons result ados ao ut i l izar formas solúveis de TNFR com o int uit o de inibir ou 

amenizar doenças e processos inf lamat órios,  ent re eles a diabet es aut o-imune (HUNGER 

et  al . ,  1997),  a art r i t e reumat óide (McCOMB et  al . ,  1999),  a EAN (BAO et  al . ,  2003) e a 

encefalomiel i t e aut o-imune experiment al  (EAE,  de pat ogênese análoga à EAN e que 

acomet e o sist ema nervoso cent ral) (BAKER et  al . ,  1994;  SELMAJ e RAINE,  1995).  No caso 

da EAN,  a administ ração da forma solúvel de TNFR 1 result ou na melhora dos sinais 

cl ínicos e pat ológicos,  diminuindo seu grau de gravidade,  encurt ando sua duração e 

reduzindo a inf i l t ração de células inf lamat órias no SNP (BAO et  al . ,  2003).   

Os recept ores TNFR-1 e TNFR-2 est ão present es em vários t ipos celulares,  sendo 

det ect ados em células T CD4+ e CD8+ (WARE et  al . ,  1991),  em células de Schwann em 

humanos e em rat os normais (SKOFF et  al . ,  1998;  BONETTI et  al . ,  2000),  em axônios de 

nervo ciát ico de rat os e em neurônios dos gângl ios das raízes dorsais após lesão nervosa 

(SHUBAYEV e MYERS,  2001;  SCHÄFERS et  al . ,  2003;  OHTORI et  al . ,  2004).  Os recept ores 

TNFR-2 são expressos principalment e em células endot el iais e células de origem 

hemat opoiét ica (AGGARWAL,  2003).   

 

2.4.  Óxido nítrico (NO) 

O NO é uma molécula gasosa de ampla at uação nos sist emas biológicos,  at uando 

na sinal ização ou como agent e t óxico ent re as células.  Nos mamíferos,  o NO é produzido 

por uma grande variedade de células,  agindo f isiologicament e como vasodilat ador,  

neurot ransmissor e inibidor da agregação plaquet ária.  No sist ema imune,  ele é gerado 

durant e as respost as inf lamat órias,  onde sua função é menos def inida e muit o complexa 

(MONCADA,  PALMER e HIGGS,  1991;  COLEMAN, 2001).  Por ser uma molécula gasosa,  o NO 

se difunde facilment e do local onde é sint et izado e pode at uar em out ras células.  

A complexa ação biológica do NO result a da formação de diferent es espécies 

reat ivas de nit rogênio (RNS),  derivadas de int erações com radicais l ivres biologicament e 

gerados,  ent re eles as espécies reat ivas de oxigênio.  Uma das reações mais import ant es,  

a combinação de al t as concent rações do radical  NO˙ com o ânion superóxido (˙O2
-),  t em 
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como produt o o ânion peroxinit r i t o (ONOO-).  Est a molécula al t ament e reat iva pode 

causar danos oxidat ivos a várias moléculas biológicas como prot eínas,  l ipídios e ácidos 

nucléicos,  além de t ambém oxidar grupament os t ióis,  nit rar resíduos de t irosina em 

prot eínas,  e causar danos à mit ocôndria at ravés da peroxidação l ipídica (BOGDAN,  2001).  

Em alt as concent rações e sob condições aeróbicas,  o NO é rapidament e oxidado a 

espécies reat ivas de óxido de nit rogênio.  Est as espécies são inst áveis e podem nit rosi lar 

rapidament e grupos amina e t ióis.  Em condições pat ológicas,  o NO é capaz de at ivar a 

enzima consumidora de NAD+,  a pol i(ADP-ribose) pol imerase-1 (PARP-1) e levar ao 

colapso energét ico da célula e à neurot oxicidade (para revisão,  ver MONCADA e 

BOLAÑOS,  2006).  

 

2.4.1. As isoformas da NOS 

O óxido nít r ico (NO) é sint et izado pela enzima sint ase do óxido nít r ico (NOS),  em 

uma reação de conversão da L-arginina em L-cit rul ina.  Nessa reação,  a NOS requer a 

presença de O2 e t ambém de nicot inamida adenina dinucleot ídeo fosfat o reduzida 

(NADPH) como doador de elét rons.   

Experiment os de biologia molecular ident if icaram t rês genes codif icando t rês 

isoformas diferent es da NOS,  cada uma recebendo a denominação de acordo com o t ecido 

a part ir do qual os genes foram primeirament e clonados (para revisão ver STUEHR,  1996;  

DAWSON e DAWSON, 1996).  

 

   TABELA 1 – Isof ormas da sint ase do óxido nít r ico.  
Isoformas NOS 1 NOS 2 NOS 3 
Denominação 
or iginal  

Neuronal (nNOS) 
ou cerebral (bNOS) 

Induzível ou imunológica 
(iNOS) 

eNOS 
(endot el ial) 

Local ização 
Populações de neurônios 
bem def inidas 

Várias células quando est imuladas,  
incluindo hepat ócit os,  células 
musculares l isas,  macrófagos,  
neut róf i los e células gl iais 

Endot él io 
vascular 

At ivação 
dependent e 
de cálcio 

Sim Não Sim 

 

As isoformas NOS1 e NOS 3 são const it ut ivament e expressas e são at ivadas em 

respost a ao cálcio,  por exemplo,  com a chegada de um pot encial  de ação na t erminação 

nervosa ou pela at ivação dos recept ores para acet i lcol ina nas células endot el iais.  A 

at ivação das enzimas nesse caso ocorre rapidament e e t ransit oriament e,  de acordo com a 

cinét ica do sinal de cálcio.  A NOS 2,  por out ro lado,  não é at ivada por cálcio,  est ando 

cont inuament e at iva uma vez expressa.  Sua expressão pode ser induzida por vários 

agent es,  ent re eles o l ipopol issacarídeo bact eriano (LPS) ou cit ocinas como int érferon-
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gama,  IL-1 ou TNF-α.  Sua presença sust ent ada nas células acarret a a geração de grandes 

concent rações de NO,  geralment e com efeit o t óxico para a célula (COLEMAN,  2001).   

 

2.4.2. NO e o processo degenerativo-regenerativo nervoso 

Embora o envolviment o do NO nos processos degenerat ivos e regenerat ivos do 

sist ema nervoso est ej a bem est abelecido,  sua ação biológica é muit o discut ida 

(GONZÁLEZ-HERNÁNDEZ e RUSTIONI,  1999,  LEVY,  KUBES e ZOCHODNE,  2001).   

Em alguns t rabalhos de degeneração e regeneração nervosa que ut i l izaram um 

modelo de const rição crônica por l igadura do nervo ciát ico,  os aut ores propuseram que a 

presença das 3 isoformas da NOS no nervo ciát ico e em gângl ios sensit ivos e a 

conseqüent e produção de NO t eriam efeit o benéf ico sobre a regeneração axonal  

(GONZÁLEZ-HERNÁNDEZ e RUSTIONI,  1999).  LEVY e colaboradores (2001) ut i l izaram 

diferent es t ipos de lesão nervosa periférica (seção,  esmagament o e const rição crônica) 

em camundongos mut ant es “ nocaut eados”  para a isoforma iNOS e verif icaram um ret ardo 

t ant o na degeneração quant o na regeneração nervosa.  A ausência da iNOS e 

consequent ement e do NO,  t eria ret ardado a degradação dos l ipídios da miel ina,  inibindo 

o cresciment o de neurit os.  Dessa forma,  os aut ores at r ibuíram ao NO produzido pela iNOS 

e suas espécies relacionadas,  como o peroxinit r i t o,  part icipação fundament al  na 

peroxidação l ipídica durant e o processo degenerat ivo nervoso (ou degeneração 

Wal leriana).   

 

2.4.3. NO e o sistema imune 

Dent re as várias funções do NO no sist ema imune est á sua at uação como:  agent e 

t óxico cont ra organismos infecciosos (HIBBS,  2002),  indut or ou supressor de apopt ose 

(KRÖNCKE et  al . ,  2001) ou imunoregulador (BOGDAN,  RÖLLINGHOFF e DIEFENBACH,  

2000).  Na maioria dos casos,  a principal isoforma envolvida na produção de NO é a iNOS 

ou NOS 2 (COLEMAN,  2001).  Muit as células expressam a iNOS:  f ibroblast os células 

endot el iais e epit el iais,  kerat inócit os e condrócit os,  monócit os/ macrófagos e células 

“ nat ural  ki l ler” .  

O NO pode exercer efeit os regulat órios,  ent re eles,  inibir a função ou cresciment o 

celular ou mesmo sendo ant i-apopt ót ico.  Alguns t rabalhos most raram que o NO produzido 

por macrófagos é capaz de inibir a prol i feração de células T (para revisão ver LANGREHR,  

HOFFMAN e LANCASTER,  1993;  VAN DER VEEN,  2001).  Quando em maiores concent rações,  

o NO pode induzir a apopt ose nas células T (VAN DER VEEN,  2001).  O NO t ambém é um 
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mediador da ação das células NK sobre as células-alvo e um regulador da função das 

próprias células NK (CIFONE,  ULISSE e SANTONI,  2001).  Out ros t rabalhos most ram que o 

NO inibe a at ivação dos mast ócit os (FORSYTHE et  al . ,  2001;  BIDRI et  al . ,  2001) e podem 

aument ar ou inibir a at ivação dos neut róf i los dependendo de sua concent ração 

(ARMSTRONG, 2001).  

O fat o de o NO exercer uma combinação de efeit os t óxicos,  regulat órios,  

apopt ót icos e ant i-apopt ót icos em diferent es t ipos de células,  em diferent es est ágios do 

processo inf lamat ório,  dif icul t a a anál ise de sua função biológica nesses processos.  Sua 

selet ividade biológica é decorrent e:  de sua concent ração e reat ividade com out ras 

moléculas,  da proximidade com as células-alvo e do modo como a célula-alvo est á 

programada para responder (COLEMAN,  2001).   

 

2.4.4.  NO e NOS na EAE,  Síndrome de Guillain-Barré e na EAN 

Na década de 80,  alguns aut ores demonst raram que espécies reat ivas de oxigênio 

e nit rogênio podiam afet ar a miel ina por meio da peroxidação l ipídica (CHIA,  THOMPSON 

e MOSCARELLO,  1983;  KONAT e WIGGINS,  1985,  HOGG e KALYANARAMAN,  1999).  A part ir  

daí,  foram real izados muit os est udos relacionando essas espécies reat ivas com o modelo 

de EAE.  Em 1992,  MacMicking e colaboradores demonst raram a part icipação do NO na 

EAE.  Ainda na década de 90,  out ros aut ores det ect aram a presença do RNA mensageiro 

para iNOS em t ecido do sist ema nervoso cent ral  de rat os Lewis com EAE (KOPROWSKI et  

al . ,  1993;  SCOTT,  WILLIAMS e BOLTON,  1996).  Lin e colaboradores (1993) local izaram o 

NO na medula espinhal  de camundongos com EAE at ravés da formação do complexo Fe-

NO.  Eles verif icaram que em t odos os animais com EAE,  o aument o na formação desses 

complexos est ava correlacionado com o curso cl ínico do processo pat ológico.  Hooper e 

colaboradores (1995) most raram que grandes quant idades de NO na medula espinhal  

correlacionava-se com a paral isia dos membros post eriores de rat os Lewis com EAE.  

Teixeira e colaboradores (2002) anal isaram a regulação da expressão e a at ividade das 

isoformas da NOS no cérebro de rat os Lewis durant e a EAE.  Eles observaram que nos 

est ágios mais severos desse modelo experiment al ,  a at ividade da NOS dependent e de 

cálcio diminui,  enquant o que a at ividade da NOS independent e de cálcio (iNOS) aument a.  

Isso acarret aria um aument o na produção de NO e o apareciment o de prot eínas cont endo 

nit rot irosina no t ecido nervoso cent ral .  

Est udos visando bloquear a produção de NO na EAE por meio da administ ração de 

inibidores das isoformas da NOS foram real izados por vários aut ores (CROSS et  al . ,  1994;  
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ZHAO et  al . ,  1996;  BRENNER et  al . ,  1997).  Foi observado que dependendo do inibidor e 

das condições de t rat ament o,  os sinais cl ínicos da EAE eram suprimidos ou amenizados.  A 

part ir desses est udos,  t rat ament os similares foram experiment ados em animais com EAN 

(ZIELASEK et  al . ,  1995).   

Em 1997,  Parkinson,  Mit rovic e Merri l l  sugeriram que o NO t ambém devesse t er 

uma part icipação na desmiel inização da GBS,  ao det ect ar a produção de grandes 

quant idades de NO em pacient es com GBS.   

Soment e em 2002,  Lee e Shin anal isaram por meio de imunoist oquímica e 

imunoblot t ing,  a presença das isoformas eNOS e iNOS no nervo ciát ico de rat os Lewis nos 

quais a EAN foi induzida.  Seus result ados most raram que a expressão de eNOS e iNOS 

aument ava signif icat ivament e no pico da EAN e diminuía após essa fase.  As células 

produt oras da isoforma eNOS incluíam as células endot el iais e as células de Schwann,  

enquant o que a isoforma iNOS est ava present e principalment e em macrófagos.   

Dois anos depois,  Cont i e colaboradores (2004) ut i l izaram as t écnicas de Nort hern 

blot t ing,  imunoist oquímica e imunocit oquímica para ident i f icar a presença da iNOS em 

rat os com EAN.  Na fase inicial  dos sinais cl ínicos da EAN,  eles det ect aram a prot eína iNOS 

e o seu RNA mensageiro em células de Schwann,  macrófagos e l infócit os local izados nas 

raízes vent rais,  mas não no nervo ciát ico.  No mesmo t rabalho,  esses aut ores invest igaram 

a presença da iNOS no nervo ciát ico em degeneração Wal leriana após sua secção e não 

obt iveram nenhuma evidência posit iva,  cont rariando muit os out ros t rabalhos 

ant eriorment e real izados e que demonst ravam o envolviment o dessa isoforma no 

processo degenerat ivo (LEVY,  KUBES e ZOCHODNE,  2001;  DE LA HOZ et  al . ,  2003).  

Out ras regiões do SNP que são acomet idas durant e a EAN não foram cont empladas 

e anal isadas por esses aut ores,  como por exemplo,  a cauda eqüina e as raízes dorsais.  Um 

est udo mais amplo que inclua essas regiões em diferent es fases da EAN cont ribuirá para 

um melhor ent endiment o sobre o cont ext o no qual a iNOS est á envolvida.  Ist o poderá 

aj udar no direcionament o de pesquisas que explorem a manipulação dessa molécula e 

que invest iguem a regulação dos mecanismos imunopat ológicos a ela associados.   
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3.  OBJETIVOS 

3.1.  Geral 

Est e est udo t em como obj et ivo geral  invest igar a presença da isoforma induzível  

da sint ase do óxido nít r ico (iNOS) e caract erizar a dist r ibuição da cit ocina pró-

inf lamat ória fat or de necrose t umoral-al fa (TNF-α) em diferent es regiões do sist ema 

nervoso periférico de rat os Lewis com neurit e experiment al  aut o-imune.  Além disso,  

propõe-se invest igar uma possível  associação da presença da iNOS e do TNF-α com o 

processo desmiel inizant e,  as al t erações axonais e os sinais cl ínicos exibidos pelos animais 

imunizados.  

 

3.2.  Específicos 

• Invest igar a expressão da iNOS e do TNF-α no nervo ciát ico,  nas raízes espinhais 

adj acent es à int umescência lombar e nas raízes da cauda eqüina,  por meio de 

t écnica imunoist oquímica;  

• Local izar t emporalment e e espacialment e as células produt oras da iNOS e do TNF-α 

ut i l izando imunomarcação dupla;  

• Acompanhar o processo de desmiel inização periférica at ravés de hist oquímica de 

Sudan Black.  

• Aval iar as al t erações axonais no nervo ciát ico por meio de imunomarcação para 

neurof i lament os,  em diferent es fases da EAN;  
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.  Animais 

Foram ut i l izados rat os Lewis,  fêmeas,  com 6 a 8 semanas de idade,  adquiridos do 

Cent ro Mult idiscipl inar para Invest igação Biológica (CEMIB) da Universidade Est adual de 

Campinas.  Durant e a fase de experiment ação,  os animais foram mant idos sob condições 

cont roladas de t emperat ura (21ºC),  recebendo ração padrão para roedores e água ad 

l ibi t um,  em ambient e l ivre de pat ógenos específ icos (SPF) no biot ério do Dept o de 

Microbiologia e Imunologia do Inst it ut o de Biologia (IB) da UNICAMP.  

A manipulação dos animais foi real izada de acordo com os princípios para uso de 

animais na pesquisa e na educação,  seguindo-se os princípios ét icos do Colégio Brasileiro 

de Experiment ação Animal (COBEA).  Os prot ocolos experiment ais foram aprovados pela 

Comissão de Ét ica na Experiment ação Animal (CEEA) do Inst it ut o de Biologia da Unicamp.   

 

4.2.  Neuro-antígeno e indução da EAN 

A EAN foi induzida ut i l izando-se um pept ídeo neurit ogênico correspondendo à 

seqüência de aminoácidos 53-78 da prot eína bovina P2 da miel ina periférica (ROSTAMI et  

al . ,  1990;  HAHN et  al . ,  1991).  Esse pept ídeo,  t ambém denominado SP-26,  foi sint et izado 

por Genemed Synt hesis (CA,  USA) com pureza acima de 95% e com a seguint e seqüência 

de 26 aminoácidos:  ‘N’  – TESPFKNTEISFKLGQEFEETTADNR – ‘C’ .  

Os animais t iveram inoculado subcut aneament e em suas pat as post eriores,  0,2 ml 

de uma emulsão cont endo 50 µg de SP-26 dissolvidos em PBS e emulsionados em igual 

volume de Adj uvant e Complet o de Freund (CFA,  5mg/ ml Mycobact er ium t uberculosis 

H37Ra,  Sigma).  

 

4.3.  Avaliação da evolução clínica da EAN 

A part ir do segundo dia após a imunização,  os rat os Lewis foram observados e 

aval iados diariament e para os sinais cl ínicos da EAN,  sendo-lhes at ribuído diferent es 

graus conforme os crit érios a seguir (ZHU et  al . ,  1997):  grau 0 = ausência de sinais 

cl ínicos;  grau 1 = f lacidez na cauda;  grau 2 = paraparesia moderada (f raqueza muscular 

nos membros pélvicos);  grau 3 = paraparesia severa;  grau 4 = t et raparesia ou paraplegia e 

paresia dos membros t orácicos;  grau 5 = moribundo.  

As observações foram real izadas at é 36 dias após a imunização (indução da EAN).  
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4.4.  Grupos experimentais 

Os animais foram aleat oriament e divididos em dois grupos experiment ais:  animais 

normais e animais induzidos para EAN.  Os animais normais foram ut i l izados como grupo 

cont role (n=3).  No grupo experiment al  de rat os Lewis com EAN (n=15),  os animais foram 

sacrif icados em diferent es fases do processo pat ológico de acordo com o t empo 

t ranscorrido após a indução da EAN (p. i. ) e a aval iação cl ínica ant eriorment e 

mencionada.  Os subgrupos experiment ais anal isados (n=3) incluíram animais aval iados:   

• em grau 1,  na fase inicial  da EAN     subgrupo G1;  

• em grau 2         subgrupo G2;  

• em grau 3          subgrupo G3;  

• em grau 1,  na fase de recuperação da EAN    subgrupo R1;  

• em grau 0,  na fase de resolução da EAN     subgrupo R0.  

 

4.5.  Processamento dos espécimes para histologia e imunoistoquímica  

Os animais foram anest esiados com uma mist ura de quet amina e cloridrat o de 

xi lazina (75 e 15 mg/ kg peso,  respect ivament e,  i .p. ).  Em seguida,  foram perfundidos 

t ranscardiacament e com solução sal ina t amponada (PBS) e heparinizada (NaCl 0,9% em 

t ampão fosfat o 0,1 M,  pH 7,4) para a lavagem de vasos e órgãos.  Subseqüent ement e 

real izou-se a f ixação dos t ecidos at ravés da perfusão de paraformaldeído 4% dissolvido 

em PBS.  Os nervos ciát icos,  a medula espinhal e as raízes espinhais foram dissecados e 

deixados na mesma solução f ixadora por 24 horas.  Após esse período,  foram lavados em 

PBS e t ransferidos a uma solução de sacarose 20% e 30% a 4°C para crioprot eção,  onde 

f icaram imersos por 5 dias.  

Os espécimes foram ent ão reduzidos a f ragment os menores,  com 

aproximadament e 1,5 cm e 0,5 cm de compriment o para os cort es longit udinais e 

t ransversais,  respect ivament e.  Foram obt idas as seguint es regiões (Fig.  4.5.1):  

 int umescência lombar e raízes nervosas adj acent es oriundas dos segment os medulares 

T12 a L3 (dent re essas raízes est ão part e das f ibras nervosas que formam o nervo ciát ico,  

oriundas dos segment os medulares L3 a L6 ou S1,  e t ambém part e das f ibras nervosas que 

formam o nervo femoral,  or iundas de L3 e L4) (JANJUA e LEONG, 1984);   

 segment os L6 a S2 da medula espinhal (0,5 cm) e raízes adj acent es oriundas de L1 a 

S1;  
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 cauda eqüina com gângl ios sensit ivos L4 a L6 e raízes oriundas dos segment os L4 a 

Co3,  abrangendo os mot oneurônios responsáveis pela inervação dos músculos caudais no 

rat o (GROSSMAN,  BASBAUM e FIELDS,  1982);  

· nervo ciát ico,  porção proximal a part ir da região do forame isquiát ico maior;  

· nervo ciát ico,  porção mais dist al ,  próximo à fossa poplít ea;  

· nervo ciát ico,  segment o de 0,5 cm int ermediário aos f ragment os ant eriores.  

Após a crioprot eção,  os espécimes foram incluídos em meio O.C.T.  (meio que 

permit e a real ização de cort es em baixas t emperat uras),  rapidament e congelados (-22oC) 

e est ocados em "biof reezer" at é a obt enção dos cort es hist ológicos colet ados em lâminas 

si lanizadas.  

Ut i l izando-se um criost at o Leica modelo CM1850,  cort es longit udinais e 

t ransversais seriados (10 µm) foram obt idos do nervo ciát ico e das raízes nervosas 

espinhais ao nível  da int umescência lombar e da cauda eqüina.  Também foram obt idos 

cort es t ransversais das raízes espinhais na porção sacral  da medula.  Os cort es foram 

colet ados seqüencialment e em lâminas si lanizadas al t ernadas e est ocados em "f reezer"   

(-20oC) at é o seu processament o hist oquímico ou imunoist oquímico.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.5.1 – Regiões anal isadas do sist ema nervoso periférico de rat o Lewis.   
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4.6.  Histologia 

 Coloração com Hematoxilina e Eosina 

As lâminas com os cort es foram ret iradas do “ f reezer”  e deixadas em t emperat ura 

ambient e por 30 minut os,  lavadas com água dest i lada e coradas com Hemat oxil ina de 

Harris por 20 segundos.  Em seguida,  os cort es foram deixados em água corrent e por 10 

minut os,  corados com Eosina alcoól ica por 10 segundos e lavados novament e em água de 

t orneira.  A mont agem das lâminas foi feit a em meio Permount .   

 

 Histoquímica de Sudan Black 

As lâminas foram ret iradas do “ f reezer” ,  mant idas a t emperat ura ambient e por 30 

minut os,  lavadas com água dest i lada e t ransferidas para uma solução alcoól ica 70%,  

sat urada com Sudan Black,  permanecendo por 40 minut os.  Em seguida,  os cort es foram 

cont rast ados com álcool 50%,  lavados em água dest i lada e mont ados com gelat ina 

gl icerinada.  

 

 Coloração com Azul de Toluidina 

As lâminas foram ret iradas do “ f reezer”  e mant idas a t emperat ura ambient e por 

30 minut os.  Em seguida,  os cort es foram lavados com água dest i lada e imersos em uma 

solução corant e aquosa cont endo 0,5% de azul  de t oluidina e 5% de t et raborat o de sódio 

decahidrat ado,  na qual  permaneceram por 10 segundos.  Após mais 3 lavagens em água 

dest i lada,  os cort es foram desidrat ados e mont ados com meio Permount .   

 

4.7.  Imunoistoquímica de fluorescência 

 Anticorpos 

Marcações simples e duplas de imunof luorescência foram real izadas nos nervos e 

raízes espinhais de animais normais e com EAN com o obj et ivo de det ect ar a presença da 

isoforma iNOS e TNF-α,  bem como ident if icar as células produt oras dest as prot eínas 

nesses t ecidos.  Para isso foram ut i l izados os ant icorpos,  marcadores e f luorocromos 

conj ugados que const am na t abela a seguir:   
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TABELA 2 – Ant icorpos e marcadores ut i l izados na imunoist oquímica de f luorescência.  

Marcação de Anticorpo primário 
Diluição 

(Marca) 

Anticorpo secundário 

(exceto *) 

Diluição 

(Marca) 

Isoforma 
iNOS 

pol iclonal de cabra 
Ant i-iNOS 

1:250 
(Sant a Cruz) 

ant i-cabra conj ugado ao 
TRITC 

1:250 
(Sigma) 

TNF-α 
monoclonal ant i-TNF-α 

biot inado 
1:1000 

(BD Science);  
*Complexo avidina - 

FITC 
1:1000 

(BD Science);  

Macrófagos monoclonal ant i-ED1 
1:300 

(Serot ec) 
ant i-camundongo 

conj ugado ao FITC 
1:300 

(Sigma) 

Neurof i lament os Monoclonal  ant i-NF 
1:250 
(Dako) 

ant i-camundongo 
conj ugado à Rodamina 

1:100 
(Sant a Cruz) 

 

 Protocolo da imunoistoquímica 

As lâminas com os cort es foram deixadas em PBS 0,1 M a t emperat ura ambient e,  

por 30 minut os,  sendo em seguida pré-incubados por 1 hora em solução de bloqueio para 

sít ios inespecíf icos (PBS cont endo 3% de BSA e 0,3% de Trit on X-100).  Terminado o 

bloqueio,  os cort es foram deixados por 1 hora em soro imune de eqüino e 

subseqüent ement e,  incubados com os ant icorpos primários di luídos em PBS cont endo 1% 

de BSA,  0,3% de Trit on X-100 e 0,01% de azida sódica.  As lâminas foram mant idas em 

câmara úmida e escura,  a 4ºC,  por 12 a 15 horas.  Em seguida,  os cort es foram lavados 3 

vezes com PBS e incubadas por 45 minut os com o complexo avidina-f luorocromo ou os 

ant icorpos secundários correspondent es diluídos em PBS cont endo 0,3% de Trit on X-100.  

Terminada est a incubação,  as lâminas foram novament e lavadas com PBS e,  em alguns 

casos,  deixadas por 5 minut os em uma solução 1 µg/ ml de 4’ ,6-diamidino-2-fenil -indol  

(DAPI,  Sigma) em PBS para evidenciar os núcleos.  Os cort es foram lavados em PBS e as 

lâminas mont adas em gl icerol  e PBS (3:1) cont endo 0,1% de 1,4-diazabiciclo-(2.2.2)-

oct ano (DABCO, Sigma),  um prot et or da f luorescência.  Depois de cobert as com lamínula e 

seladas com esmalt e,  as lâminas foram anal isadas por microscopia de f luorescência.  

Para cont role negat ivo da reação imunoist oquímica,  algumas lâminas foram 

reagidas omit indo-se os ant icorpos primários ou os ant icorpos secundários.  No caso da 

imunoist oquímica para TNF-α,  algumas lâminas t ambém foram reagidas omit indo-se a 

avidina conj ugada ao f luoróforo FITC.  
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 Microscopia de fluorescência convencional e confocal 

A observação da imunof luorescência foi real izada por meio de microscopia 

confocal ou convencional de f luorescência.  

Em algumas lâminas,  a imunof luorescência foi observada em microscópio confocal  

(CLSM510,  Carl  Zeiss) acoplado a um microscópio invert ido Axiovert  Zeiss.  Foram 

colet adas imagens de marcações simples e duplas,  est as separadament e nos canais RGB.  

Para uma melhor anál ise dos result ados de imunof luorescência,  a t écnica de 

cont rast e por int erferência diferencial  (DIC) foi ut i l izada durant e a observação de 

algumas lâminas ao microscópio confocal.  Para o mesmo campo onde foi observada a 

imunof luorescência obt eve-se uma imagem de fundo at ravés da t écnica de DIC,  

permit indo-nos uma local ização mais precisa da imunomarcação.  

Out ra part e das imunomarcações foi observada em microscópio de 

epif luorescência modelo Nikon 50i (USA,  FAPESP 2004/ 00638-6) equipado com lâmpadas 

de mercúrio (HBO 100W) e halógena (100W).  Foram ut i l izados os seguint es f i l t ros e 

compriment os de onda para excit ação e barreira:  

B-2E/ C excit ação 465-495 nm;  DM 505;  Barreira 515-550 nm (FITC);  

UV-2B excit ação 330-380 nm;  DM 400;  Barreira 435 nm (DAPI);  

Y-2E/ C excit ação 540-580 nm;  DM 595;  Barreira 600-660 (Texas Red).  

A aquisição das imagens foi feit a com o sof t ware de capt ura ATC-1 e uma câmara 

digit al  (Nikon DMX 1200F,  USA).  Para uma melhor local ização da imunomarcação no 

t ecido,  foram t ambém capt uradas algumas imagens em campo claro.  
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5.  RESULTADOS 

5.1.  Evolução clínica da EAN em ratos Lewis 

Os animais foram aval iados diariament e após a indução da EAN.   

É import ant e ressalt ar que a colet a dos espécimes nas diferent es fases da EAN foi 

real izada em animais sacrif icados de acordo com sua aval iação cl ínica,  e não em função 

do t empo t ranscorrido após a imunização com o pept ídeo SP-26.   

Animais normais do grupo cont role ou animais imunizados com SP-26 aval iados em 

grau zero não apresent aram alt eração no t ônus caudal ,  sendo capazes de mant er a cauda 

elevada e real izar moviment os ondulat órios com a mesma.   

Os animais induzidos para EAN desenvolveram os primeiros sinais cl ínicos (perda 

do t ônus da cauda) ent re 7 e 12 dias após a imunização (p. i. ).  Ent re o 13º e 19º dia,  os 

animais apresent aram dif iculdade em moviment ar os membros pélvicos (paraparesia),  

passando a arrast á-los e sendo aval iados em grau 2.  Ent re o 17º e 25º dia p. i. ,  os animais 

doent es,  além de emagreciment o,  most raram agravament o dos sinais cl ínicos com 

paraparesia severa (grau 3).  Os animais a serem colet ados no período de recuperação 

desenvolveram paraplegia durant e o auge do quadro cl ínico da EAN.  Subseqüent ement e,  

esses animais apresent aram melhora nos sinais cl ínicos,  recuperando a mobil idade dos 

membros pélvicos.  Os animais em recuperação aval iados em grau 1 (R1) foram 

sacrif icados nos dias 22 e 29 p. i. ,  enquant o que os animais cl inicament e recuperados (R0) 

foram obt idos 30 e 36 dias p. i.  

 

5.2.  Histologia 

Alt erações morfológicas e hist ológicas em diferent es regiões do t ecido nervoso 

periférico foram evidenciadas pela coloração com hemat oxil ina e eosina (HE) e pela 

hist oquímica de Sudan Black (SB),  ao se comparar espécimes de rat os Lewis induzidos 

para EAN com espécimes de rat os Lewis normais (grupo não imunizado).  Essas al t erações 

foram mais ou menos evident es dependendo do grau de gravidade dos sinais cl ínicos nos 

diferent es est ágios anal isados da EAN.  

Nos animais normais,  a coloração de HE evidenciou núcleos fusiformes e out ros 

mais arredondados dispost os por ent re as f ibras nervosas.  A maioria desses núcleos 

corresponde a f ibroblast os e células de Schwann que const it uem grande part e da 

população celular no nervo periférico e nas raízes nervosas.  Uma rica vascularização foi 

observada ent re as f ibras nervosas da cauda eqüina (Fig.  5.2.1 A),  no t ecido conj unt ivo 

ent repost o à int umescência lombar e às raízes nervosas T12-L3 adj acent es (Fig.  5.2.1 C),  

C
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e no t ecido conj unt ivo circundando os gângl ios das raízes dorsais (Fig.  5.2.1 B).  No nervo 

ciát ico observou-se um t ecido conj unt ivo ricament e vascularizado e,  em cert os cort es,  a 

presença de t ecido adiposo ao redor do epineuro (Fig.  5.2.1 D).  A hist oquímica de SB 

evidenciou axônios envolt os por uma bainha de miel ina de aspect o homogêneo e cont ínuo 

l inearment e (Fig.  5.2.1 E,G,H).  Em cort es t ransversais das raízes nervosas da cauda 

eqüina,  observou-se um perf i l  de int ensa marcação da bainha de miel ina ao redor de 

grande part e dos axônios (Fig.  5.2.1 F).  

Nos rat os Lewis que manifest aram os primeiros sinais cl ínicos da EAN (G1),  

al t erações hist opat ológicas foram observadas nos espécimes de raízes nervosas 

const it uint es da cauda eqüina e no nervo ciát ico de alguns animais.  Verif icou-se a 

presença de células mononucleadas e pol imorfonucleadas próximas ao endot él io (Fig.  

5.2.2 A) e dent ro de vasos sangüíneos,  principalment e nas raízes nervosas próximas aos 

gângl ios sensit ivos da cauda eqüina (Fig.  5.2.2 B).  Essas células foram observadas em 

menor número em alguns espécimes de nervo ciát ico,  dent ro de vasos de maior cal ibre 

local izados no epineuro e perineuro (Fig.  5.2.2 D).  Cont udo,  nenhuma al t eração na 

bainha de miel ina foi evidenciada nas f ibras nervosas da cauda eqüina (Fig.  5.2.2 E) ou do 

nervo ciát ico (Fig.  5.2.2 H).  Nas raízes nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência 

lombar,  t ant o a coloração com HE como a hist oquímica de SB não demonst raram a 

presença de células inf lamat órias nos vasos sangüíneos (Fig.  5.2.2 C,F,G),  nem t ampouco 

evidenciaram alt erações no perf i l  de marcação da bainha de miel ina.   

Nos animais em grau 2 (G2),  as al t erações hist opat ológicas foram observadas t ant o 

nas raízes nervosas da cauda eqüina como nas raízes T12-L3 adj acent es à int umescência 

lombar.  Verif icou-se um visível  aument o da celularidade,  relacionado principalment e ao 

recrut ament o de células inf lamat órias no t ecido conj unt ivo envolvendo os gângl ios 

(Figura 5.2.3 B) e ao redor dos vasos sangüíneos da cauda eqüina,  indicando o início do 

processo de inf i l t ração nesses locais (Figura 5.2.3 A).  A coloração de HE t ambém 

evidenciou células inf lamat órias (mononucleadas e pol imorfonucleadas) na luz de vasos 

dist r ibuídos pelas raízes nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar e pelo 

t ecido conj unt ivo ent repost o a est as est rut uras (Figura 5.2.3 C).  At ravés da t écnica de 

Sudan Black,  apenas uma discret a diminuição na int ensidade da marcação foi det ect ada 

em algumas raízes da cauda eqüina (Figura 5.2.3 E) se comparadas aos espécimes de 

animais normais.  As demais raízes,  assim como aquelas que chegam aos gângl ios 

sensit ivos,  não apresent aram nenhuma alt eração evident e na bainha de miel ina (Fig.  

5.2.3 E,  F).   
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Nos animais em grau 3 (G3),  as al t erações hist opat ológicas se acent uaram.  A 

coloração de HE evidenciou um aument o na celularidade relacionado principalment e a 

células inf lamat órias aglomeradas em inf i l t rados dist r ibuídos:  na região da cauda eqüina 

(Fig.  5.2.4 A);  nas raízes dorsais que chegam aos gângl ios sensit ivos e no t ecido 

conj unt ivo que os envolve (Fig.  5.2.4 B,C);  nas raízes nervosas T12-L3 adj acent es à 

int umescência lombar (Fig.  5.2.5 A) e t ambém no nervo ciát ico (Fig.  5.2.5 B,C).  Dent re as 

células present es nos inf i l t rados,  células l infocít icas,  monocít icas e pol imorfonucleadas 

foram reconhecidas devido à sua morfologia caract eríst ica (Fig.  5.2.5 D).  Sua local ização 

ocorreu preferencialment e ao redor de vasos,  cuj a luz se apresent ou muit o di lat ada em 

relação aos vasos present es nos espécimes normais.  A hist oquímica de SB most rou 

al t erações da bainha de miel ina principalment e nas f ibras nervosas próximas aos 

inf i l t rados inf lamat órios.  Em cort es t ransversais,  essa t écnica revelou bainhas de miel ina 

menos coradas e mais f inas envolvendo as f ibras nervosas da cauda eqüina (Fig.  5.2.4 

E,F),  das raízes T12-L3 e do nervo ciát ico.  Em cort es longit udinais,  observou-se algumas 

f ibras nervosas com a bainha de miel ina f ragment ada,  muit as vezes formando segment os 

el ipsóides ou ovóides em meio a f ibras com bainha de miel ina aparent ement e int act a e 

de aspect o cont ínuo (Fig.  5.2.4 D,E;  Fig.  5.2.5 E-H).   

Nos espécimes de animais em fase de recuperação da EAN (R1),  ainda puderam ser 

observados inf i l t rados perivasculares nas raízes da cauda eqüina (Fig.  5.2.6 A),  nas raízes 

nervosas T12-L3 (Fig.  5.2.6 B) e no nervo ciát ico (Fig.  5.2.6 C,D).  Apesar da presença 

desses inf i l t rados,  a população de células inf lamat órias encont rava-se muit o mais 

reduzida nas raízes nervosas T12-L3 do que nas raízes da cauda eqüina.  Cont udo,  em 

ambas as regiões a hist oquímica de SB revelou um perf i l  de marcação semelhant e ao 

observado nas raízes nervosas dos animais normais (Fig.  5.2.6 E),  excet o pela presença de 

raros e esparsos aglomerados de miel ina ent re algumas f ibras nervosas (Fig.  5.2.6 F).  No 

nervo ciát ico,  porém,  um acent uado quadro de desmiel inização foi evidenciado pelo 

predomínio de numerosos f ragment os e ovóides de miel ina fort ement e corados pelo SB 

(em azul escuro ou pret o).  Concomit ant ement e,  verif icou-se t ambém a presença de 

f ibras miel ínicas cal ibrosas,  de aspect o semelhant e ao das f ibras miel ínicas normais,  bem 

como a presença de f ibras de menor cal ibre,  com bainhas de miel ina delgadas e de 

aspect o cont ínuo (Fig.  5.2.6 G,H).   

Na fase de resolução da EAN (R0),  não foram observados inf i l t rados inf lamat órios 

nas raízes nervosas T12-L3 ou na cauda eqüina (Fig.  5.2.7 A,B).  Soment e algumas células 

inf lamat órias foram local izadas próximas a vasos.  O mesmo ocorreu no nervo ciát ico (Fig.  
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5.2.7 C),  com exceção de apenas um dos espécimes,  onde um raro inf i l t rado inf lamat ório 

ainda foi encont rado (Fig.  5.2.7 D).  Nas raízes nervosas T12-L3 não foram observadas 

regiões de desmiel inização,  result ando em uma morfologia comparável às de raízes 

nervosas normais.  O mesmo foi observado na cauda eqüina (Fig.  5.2.7 E,F),  excet o pela 

presença de raríssimos ovóides de miel ina residuais.  No nervo ciát ico,  a marcação pelo SB 

most rou que,  além da maioria dos f ragment os de miel ina t er sido removida,  houve um 

aument o na presença de f ibras nervosas delgadas coradas pelo SB em meio a algumas 

f ibras mais cal ibrosas (Fig.  5.2.7 G,H).   

 

Tabela 3 - Aval iação qual it at iva da presença de células inf lamat órias /  presença de 
bainha de miel ina f ragment ada.   

 CAUDA EQÜINA  RAÍZES NERVOSAS T12-L3  NERVO 

 raízes 
nervosas 

gângl ios 
 sensi t ivos 

 raízes 
nervosas 

gângl ios 
sensi t ivos 

 CIÁTICO 

Normais 0 /  0 0 /  0  0 /  0 *  0 /  0 

Fase inicial  + /  0 ++ /  * 
luz vasos 

 0 /  0 *  + /  0 

Fase aguda ++ /  0 
inf i l t rados 

+++ /  0 
inf i l t rados 

 ++ /  0 * /  0  + /  0 

Fase pré-pico ++++ /  + 
dispersas 

++++ /  + 
dispersas 

 ++++ /  + 
Inf i l t rados +++ /  *  ++++ /  ++ 

inf i l t rados 

Fase de recuperação  +++ /  + 
inf i l t rados 

* /  *  ++ /  + 
inf i l t rados 0 /  *  ++++ /  +++ 

inf i l t rados 

Fase de resolução + /  + 0 /  0  0 /  0 * /  0  ++/  0 

 

IL= int umescência lombar 
0 ausência de células inf lamat ór ias 
* não det erminado 
 
 

Mast óci t os 

Em t odos os grupos experiment ais,  inclusive no grupo cont role (animais normais),  

a coloração com azul de t oluidina evidenciou células grandes ovais de núcleo 

arredondado e com grânulos met acromát icos.  Com base nessas caract eríst icas 

morfológicas e na local ização predominant ement e perivascular,  essas células foram 

ident if icadas como mast ócit os.  Nos nervos ciát icos,  os mast ócit os foram observados ent re 

as células do t ecido adiposo que envolve o nervo,  na região epineural (Fig.  5.2.8 A),  

próximo aos vasos sangüíneos.  (Fig.  5.2.8 B).  Também foram observados no perineuro que 

envolve os fascículos nervosos,  no endoneuro (Fig.  5.2.8 D,E) e em alguns cort es,  em 
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regiões de inf i l t rados (Fig.  5.2.8 C).  Nas regiões da cauda eqüina e das raízes nervosas 

adj acent es à int umescência lombar,  os mast ócit os local izaram-se no t ecido conj unt ivo da 

cápsula que envolve os gângl ios sensit ivos e na região pós-gangl ionar,  em meio às f ibras 

nervosas do t ronco nervoso.   

A reduzida população de mast ócit os na cápsula dos gângl ios sensit ivos e a não 

uniformidade na obt enção do t ecido epineural  do nervo ciát ico não nos permit iu aval iar 

quant it at ivament e ou qual it at ivament e a presença dessas células nos diferent es grupos 

experiment ais est udados.  Diferenças qual it at ivas quant o à população de mast ócit os 

endoneurais no nervo ciát ico,  nas diferent es fases da EAN,  t ambém não foram 

det ect adas.   
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Figura 5.2.1 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os Lewis normais:  
cauda eqüina (A,  B,  E,  F),  raízes nervosas T12-L3 (r) adj acent es à int umescência lombar (IL) (C,G) e 
nervo ciát ico (D,H).  (A) Aspect o normal das f ibras nervosas de uma raiz da cauda eqüina e seus vasos 
sangüíneos ( ).  (B) Fibras nervosas de raízes sensit ivas em meio a um gângl io de raiz dorsal (g) e 
porção dist al  do t ecido conj unt ivo que o envolve.  (C) Vaso sangüíneo observado no t ecido conj unt ivo 
ent repost o à int umescência lombar e às raízes espinhais.  (D) Aspect o do nervo ciát ico,  t ecido 
conj unt ivo adj acent e e t ecido adiposo epineural  ( ).  Caract eríst ica marcação int ensa e cont ínua da 
bainha de miel ina que envolve os axônios em raízes da cauda eqüina (E),  raiz adj acent e à IL (G) e no 
nervo ciát ico (H,  det alhe).  (F) Cort e t ransversal de uma raiz da cauda eqüina no qual se observa uma 
espessa bainha de miel ina envolvendo grande part e dos axônios.  Coloração de hemat oxil ina e eosina 
(A-D) e hist oquímica de Sudan Black (E-H).  Barra = 50 µm (A,B,C,D,H),  30 µm (E,G),  10 µm (F,  
det alhe em H).   
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Figura 5.2.2 – Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os Lewis na fase 
inicial  dos sinais cl ínicos da EAN (G1):  cauda eqüina (A,B,E),  raízes T12-L3 (r) adj acent es a um 
segment o da int umescência lombar (C,F,G) e nervo ciát ico (D,H).  (A) Células inf lamat órias ( ) 
próximas ao endot él io de um vaso ent re as raízes nervosas da cauda eqüina.  (B) Células inf lamat órias 
dent ro de vasos próximos a um gângl io sensit ivo (g).  (C) Vaso sangüíneo ( ) no t ecido ent repost o ao 
segment o da int umescência lombar e às raízes T12-L3,  onde nenhuma célula inf lamat ória é 
evidenciada.  (D) Raras células inf lamat órias dent ro de vasos no perineuro/ epineuro.  (E) Aspect o 
normal da bainha de miel ina nas f ibras nervosas da cauda eqüina,  apesar das células observadas 
dent ro de vaso.  (F) Cort e t ransversal most rando vasos sangüíneos ( ) em meio a f ibras nervosas cuj a 
bainha de miel ina espessa apresent a um perf i l  de int ensa marcação pelo Sudan Black.  (G) Cort e 
longit udinal  de raiz nervosa adj acent e à int umescência lombar (IL).  (H) Aspect o normal da bainha de 
miel ina que envolve os axônios do nervo ciát ico.  Coloração de hemat oxil ina e eosina (A-D) e 
hist oquímica de Sudan Black (E-H).  Barra = 50 µm (A,D,E),  30 µm (B,C,F,G,H).  
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Figura 5.2.3 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os Lewis com grau 
2 (G2):  cauda eqüina (A,B,D,E) e raízes T12-L3 (r) adj acent es à um segment o da int umescência 
lombar (C,F).  (A) Células inf lamat órias ao redor de um vaso ent re as f ibras nervosas de uma raiz da 
cauda eqüina (det alhe).  (B) Células inf lamat órias ( ) em gângl io sensit ivo (g).  (C) Células 
inf lamat órias ( ) próximas a um vaso sangüíneo ( ),  no t ecido ent repost o ao segment o da 
int umescência lombar (IL) e às raízes T12-L3 adj acent es.  (D) Fibras nervosas da cauda eqüina com 
bainha de miel ina de aspect o normal.  (E) Aspect o normal da bainha de miel ina em f ibras nervosas 
sensit ivos próximas aos corpos celulares de neurônios (n) em um gângl io.  (F) Cort e longit udinal de 
raiz nervosa adj acent e à int umescência lombar,  no qual células inf lamat órias est ão present es ao 
redor de um vaso sangüíneo.  Coloração com hemat oxil ina e eosina (A-C) e hist oquímica com Sudan 
Black (D-F).  Barra = 50 µm (D),  30 µm (A,B,C,E,F),  15 µm (det alhe em A).  
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Figura 5.2.4 - Criocort es de raízes nervosas da cauda eqüina de rat os Lewis em grau 3 (G3).  (A) 
Numerosas células inf lamat órias ao redor de inf i l t rados ( ) dist r ibuídos nas raízes da cauda eqüina.  
(B) Inf i l t rados inf lamat órios próximos aos neurônios sensit ivos (n) em um gângl io de raiz dorsal (g) na 
cauda eqüina.  (C) Det alhe de B.  (D) Ovóides de miel ina f ragment ada ( ) evidenciada pelo Sudan 
Black em meio a f ibras nervosas com bainha de miel ina de aspect o normal e ínt egro.  (E) Ovóides de 
miel ina próximos a uma região de inf i l t rado.  (F) Cort e t ransversal  de uma raiz da cauda eqüina 
most rando uma bainha de miel ina delgada ( ) envolvendo alguns axônios.  Coloração com 
hemat oxil ina e eosina (A-C) e hist oquímica com Sudan Black (D-F).  Barra = 50 µm (B),  30 µm 
(A,C,D,E) e 10 µm (F).  
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Figura 5.2.5 - Criocort es de raízes nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar (A,E) e de 
nervo ciát ico (B-D,F-H) de rat os Lewis em grau 3 (G3).  (A) Numerosas células inf lamat órias ao redor 
de inf i l t rados ( ) dist r ibuídos nas raízes T12-L3 (r) adj acent es ao segment o da int umescência lombar 
(IL).  (B) Inf i l t rados inf lamat órios no nervo ciát ico.  (C) Det alhe de um inf i l t rado de B e suas células 
inf lamat órias.  (D) Célula mononucleada (m) e pol imorfonucleada (p) que const it uem part e da 
população de células inf lamat órias nos inf i l t rados observados.  (E) Fibras nervosas apresent ando 
f ragment ação da bainha de miel ina ( ) em raiz nervosa adj acent e ao segment o da int umescência 
lombar.  (F) Fragment ação da bainha de miel ina que envolve axônios no nervo ciát ico.  (G) Det alhe de 
F.  (H) Células evidenciadas pela hist oquímica de Sudan Black,  cont endo provavelment e resíduos da 
bainha de miel ina em degradação.  Coloração com hemat oxil ina e eosina (A-D) e hist oquímica com 
Sudan Black (E-H).  Barra = 50 µm (A,B,F),  20 µm (C,D,H),  10 µm (E,G).  
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Figura 5.2.6 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os Lewis 
em fase de recuperação da EAN (R1):  cauda eqüina (A,E),  raízes nervosas T12-L3 adj acent es a 
um segment o da int umescência lombar (B,F) e nervo ciát ico (C,D,G,H).  (A) Inf i l t rados 
perivasculares ( ) em raiz nervosa da cauda eqüina.  (B) Pequeno inf i l t rado em uma raiz de 
T12-L3 adj acent e à int umescência lombar (IL).  (C) Células inf lamat órias em um inf i l t rado do 
nervo ciát ico.  (D) Det alhe do inf i l t rado em C.  (E) Cort e t ransversal de uma raiz da cauda 
eqüina most rando vasos sangüíneos ( ) e uma marcação pelo Sudan Black de perf i l  similar ao 
de uma raiz normal.  (F) Esparsos ovóides de miel ina observados ent re f ibras nervosas com 
bainha de miel ina de aspect o normal.  (G) Aspect o de acent uada desmiel inização no nervo 
ciát ico,  com a presença de muit os f ragment os e ovóides de miel ina.  (H) Det alhe de G,  onde 
além dos ovóides de miel ina ( ) é possível  observar delgadas bainhas de miel ina ( ).  
Coloração com hemat oxil ina e eosina (A-D) e hist oquímica de Sudan Black (E-H).  Barra = 30µm 
(A,B,C,G) e 10µm (D,E,F,H).  
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Figura 5.2.7 - Criocort es de diferent es regiões do sist ema nervoso periférico de rat os Lewis em fase 
de resolução da EAN (R0):  cauda eqüina (A,B,E,F) e nervo ciát ico (C,D,G,H).  (A) Ausência de 
inf i l t rados inf lamat órios em raízes da cauda eqüina.  (B) Ausência de inf i l t rados em gângl io sensit ivo.  
(C) Aspect o do nervo ciát ico de um animal recuperado da EAN.  (D) Um dos raros inf i l t rados 
observados em um espécime de nervo ciát ico.  (E) Aspect o normal da bainha de miel ina em f ibras 
nervosas das raízes da cauda eqüina.  ( ) Vaso sangüíneo sem inf i l t rado celular.  (F) Cort e t ransversal  
de uma raiz da cauda eqüina most rando vasos sangüíneos ( ) e um perf i l  de marcação da bainha de 
miel ina similar ao de uma raiz normal.  (G) Raros f ragment os de miel ina present es no nervo ciát ico 
em meio a f ibras nervosas miel inizadas.  (H) Det alhe de G most rando bainhas de miel ina delgadas 
coradas pelo Sudan Black ( ) em meio a algumas f ibras com bainhas de miel ina mais cal ibrosas.  
Coloração com hemat oxil ina e eosina (A-D) e hist oquímica de Sudan Black (E-H).  Barra = 50 µm 
(A,C,E,G),  40 µm (F),  20 µm (B,D,H).  
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Figura 5.2.8 – Mast ócit os em nervo ciát ico de rat os Lewis dos grupos G2 (A),  G3 (B-D) e R0 (E).  (A) 
Mast ócit os na região epineural  exibindo t ípica met acromasia em seus grânulos (det alhe em A).  (B,  
det alhe em B) Mast ócit os local izados ao redor de um vaso (v) (est e,  em cort e t angencial) na região 

epineural .  (C) Mast ócit os (set as) ao redor de um inf i l t rado (* ) formado por poucas células 
inf lamat órias.  (D) Mast ócit os dist r ibuídos pelo endoneuro do nervo ciát ico,  alguns mais próximos a 
vasos.  (E,  det alhe em E) Mast ócit os observados no endoneuro de um nervo ciát ico do grupo R0.  
Coloração com azul  de t oluidina.  Barra = 20 µm (A,B,  det alhe em B,  C,D,E,  det alhe em E),  10 µm 
(det alhe em A).  
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5.3.  Imunofluorescência para iNOS e TNF-α 

Células com imunorreat ividade para iNOS e TNF-α foram evidenciadas no sist ema 

nervoso periférico de rat os Lewis com neurit e experiment al  aut o-imune induzida,  não 

sendo observadas nos animais normais.  Prat icament e t odas as células com 

imunorreat ividade para iNOS t ambém apresent aram imunorreat ividade para TNF-α 

(células duplament e posit ivas ou iNOS+/ TNF-α+).  Essas células se caract erizaram por seu 

t amanho pequeno e forma arredonda.  Na imunomarcação dupla,  células apenas iNOS ou 

TNF-α posit ivas foram rarament e observadas.   

Com base na morfologia dos núcleos evidenciados pelo DAPI,  observou-se que em 

inf i l t rados inf lamat órios dos animais dos grupos G1,  G2 e G3 da EAN,  algumas células 

iNOS+/ TNF-α+ present es correspondiam a pol imorfonucleares.  Part e dessas células foi 

ident if icada como sendo neut róf i los,  pois apresent aram um caract eríst ico núcleo 

mult i lobulado (Fig.  5.3.1 A-D).  

O cont role negat ivo da reação para iNOS no qual omit iu-se o ant icorpo primário 

não apresent ou nenhuma imunof luorescência (Fig.  5.3.1 E-F).   

O cont role negat ivo da reação para TNF-α no qual se omit iu o ant icorpo primário 

apresent ou-se negat ivo para as células arredondadas de aspect o inf lamat ório (Fig.  5.3.1 

G-H).  No ent ant o,  esse cont role most rou-se inespecif icament e posit ivo para uma 

população de células morfologicament e bem caract eríst ica.  De t amanho maior que as 

células inf lamat órias,  forma oval e núcleo arredondado,  est a população celular 

apresent ou f luorescência inespecíf ica em seus grânulos cit oplasmát icos.  Em animais 

normais e animais com EAN,  essas células t iveram sua dist r ibuição rest ri t a ao t ecido 

conj unt ivo que envolve os gângl ios das raízes dorsais,  à região pós gangl ionar (t ronco 

nervoso) e ao nervo ciát ico,  nas regiões epineural ,  perineural  e endoneural  (Fig.  5.3.2 

C,H;  Fig.  5.3.3 C, I,J).  A predominant e local ização perivascular (Fig.  5.3.5 C,F) dessas 

células associada às caract eríst icas morfológicas descrit as indicam que essa população 

celular corresponde a mast ócit os.  A coloração com azul de t oluidina (it em 5.2,  págs.  60-

61) evidenciou a met acromasia t ípica dos grânulos dessas células,  conf irmando sua 

ident idade.  

A marcação f luorescent e inespecíf ica exibida pelos grânulos dos mast ócit os 

provavelment e result a da int eração iônica ent re os resíduos básicos da avidina com os 

grupos sul fat o da heparina (BUSSOLATI e GUGLIOTTA,  1983).  Essa int eração iônica pode 

ocorrer t ant o com a avidina conj ugada a um f luorocromo (FITC,  por exemplo) como com 
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a avidina conj ugada à peroxidase,  podendo gerar int erpret ações incorret as caso não se 

det ect e esse fenômeno (BERGSTRESSER,  TIGELAAR e THARP,  1984;  THARP et  al . ,  1985).  

Com base nessa l i t erat ura e no fat o da inespecif icidade da reação t er se l imit ado aos 

mast ócit os,  a descrição dos result ados de imunoist oquímica para iNOS e TNF-α nest e 

t rabalho não incluem essas células e referem-se soment e à população de células 

inf lamat órias para as quais o cont role negat ivo most rou-se negat ivo.  

Os animais normais não apresent aram imunorreat ividade para iNOS ou TNF-α (Fig.  

5.3.2 A-C).  As células iNOS+/ TNF-α+ foram observadas nos rat os Lewis exibindo os 

primeiros sinais cl ínicos da EAN.  Sua população t ornou-se numerosa durant e a fase de 

agravament o do quadro cl ínico,  diminuiu no decorrer da fase de recuperação e não foi  

observada nos animais cl inicament e recuperados.  Conforme o est ágio da EAN,  essas 

células iNOS+/ TNF-α+ foram encont radas nas diferent es regiões nervosas anal isadas.  

Na fase inicial  da EAN (G1),  poucas células iNOS+/ TNF-α+ f oram observadas dent ro 

de vasos sanguíneos sit uados ent re algumas raízes da cauda eqüina (Fig.  5.3.2 D-F) e no 

t ecido epineural  e perineural  do nervo ciát ico.  Nenhuma célula iNOS+ ou duplament e 

marcada para iNOS e TNF-α foi observada nas raízes nervosas T12-L3 adj acent es à 

int umescência lombar (Fig.  5.3.2 G).  

Nos animais paraparét icos do grupo G2,  células iNOS+/ TNF-α+ foram encont radas 

ao redor de vasos sangüíneos local izados ent re o segment o da int umescência lombar e as 

raízes nervosas T12-L3 adj acent es (Fig.  5.3.3 B,  E-G).  Na cauda eqüina,  numerosas 

células iNOS+/ TNF-α+ foram observadas formando inf i l t rados perivasculares,  dispersas por 

ent re as f ibras nervosas (Fig.  5.3.3 A) ou ainda,  ent re os corpos celulares dos neurônios 

sensit ivos nos gângl ios das raízes dorsais (Fig.  5.3.3 D).  No nervo ciát ico,  algumas células 

iNOS+/ TNF+ foram observadas ao redor dos vasos do epineuro e perineuro (Fig.  5.3.3.  C,  

H-J).  

Nos animais com paraparesia severa do grupo G3,  a população de células iNOS+ e 

TNF-α+ mant eve-se numerosa,  porém,  apresent ou-se mais dispersa.  Isso foi bem evident e 

nas raízes nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar e nos gângl ios sensit ivos 

dessa região,  onde muit as dessas células duplament e marcadas dist r ibuíram-se ao redor 

dos inf i l t rados,  não rest ringindo sua local ização à proximidade dos vasos (Fig.  5.3.4 B,E).  

Na cauda eqüina,  a dispersão das células iNOS+/ TNF-α+ resul t ou em uma maior 

dist r ibuição das mesmas por ent re as f ibras nervosas (Fig.  5.3.4 A,D).  Apesar da marcação 

nuclear com DAPI most rar a presença de inf i l t rados celularment e mais densos do que na 

fase ant erior,  não houve al t eração evident e quant o ao número de células 
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imunomarcadas,  a não ser sua dist r ibuição mais uniforme no t ecido endoneural .  No nervo 

ciát ico,  porém,  houve um evident e aument o na população de células iNOS+/ TNF-α+.  Elas 

foram observadas dent ro e ao redor de vasos sangüíneos e nos numerosos inf i l t rados 

inf lamat órios dist r ibuídos ao longo do nervo ciát ico (Fig.  5.3.4 C,F-H).  

Na fase de recuperação da EAN (grupo R1),  poucas células iNOS+/ TNF-α+ foram 

evidenciadas em pequenos inf i l t rados inf lamat órios present es nas raízes da cauda eqüina.  

Uma população maior dest as células pôde ser observada em raríssimos inf i l t rados 

celularment e mais densos (Fig.  5.3.5 A).  Nos gângl ios sensit ivos da cauda eqüina e das 

raízes nervosas T12-L3 não foram encont radas células iNOS+/ TNF-α+.  A ausência dessas 

células t ambém foi const at ada nas raízes nervosas T12-L3,  excet o em um dos espécimes,  

no qual raríssimas células duplament e imunomarcadas foram visual izadas.  (Fig.  5.3.5 B).  

No nervo ciát ico verif icou-se uma acent uada redução na população de células  

iNOS+/ TNF-α+.  Algumas dest as células local izaram-se dent ro de vasos sangüíneos ent re as 

f ibras nervosas (Fig.  5.3.5 C),  enquant o que out ras ainda se encont ravam dispersas no 

endoneuro.  

Na fase de resolução da EAN (R0) não foram observadas células TNF-α+,  iNOS+ ou 

duplament e imunomarcadas em nenhumas das regiões nervosas periféricas anal isadas 

(Fig.  5.3.5 D-F).   

É import ant e ressalt ar que os result ados ant eriorment e mencionados foram 

observados para t odos os animais do mesmo subgrupo experiment al .  Assim,  o mesmo 

padrão de marcação para iNOS e TNF-α foi verif icado em animais que apresent avam a 

mesma aval iação cl ínica,  apesar dest es t erem sido sacrif icados em diferent es dias após a 

imunização com o pept ídeo SP-26.  
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Fig 5.3.1 – Imunof luorescência para iNOS e TNF-α.  Neut róf i los exibindo dupla imunorreat ividade 
para iNOS (A),  TNF-α (B) foram ident if icados (set as) devido ao seu núcleo mult i lobulado 
(evidenciado pelo DAPI (set as em C).  Em (D),  as imagens dos canais vermelho,  verde e azul foram 
sobrepost as,  evidenciando a co-local ização da imunomarcação dupla.  (E) Cont role negat ivo da 
reação para iNOS.  (F) Canal azul  do mesmo campo visual em E,  most rando os núcleos de 
numerosas células em um inf i l t rado inf lamat ório (*).  (G) Cont role negat ivo da reação para TNF-α.  
(H) Canal azul do mesmo campo visual em G,  most rando os núcleos de numerosas células em um 
inf i l t rado inf lamat ório.  Barra = 15 µm (A,B,C,D),  25 µm (E,F,G,H).  
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Figura 5.3.2 - Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS (vermelho) e TNF-α (verde) em 
rat os Lewis normais do grupo cont role (A-C) e animais em fase inicial  da EAN,  grupo G1 (D-H).  
Núcleos evidenciados pelo DAPI (em azul).  Cort es longit udinais de cauda eqüina (A,D-F),  de raízes 
nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar (B,G) e de nervo ciát ico (C,H).  (A) Vaso 
sangüíneo ( ) local izado ent re duas raízes da cauda eqüina.  (B) Vaso sangüíneo no t ecido conj unt ivo 
ent repost o à int umescência lombar (IL) e às raízes espinhais (r) adj acent es.  (C) Aspect o da 
dist r ibuição e organização dos núcleos da população celular em nervo ciát ico.  Células em verde 
correspondem a t ípicos mast ócit os marcados inespecif icament e pela avidina conj ugada ao FITC.  (D-F) 
Células dent ro de vaso duplament e imunomarcadas para iNOS (D),  TNF-α (E) e a sobreposição de 
ambas imagens com a cont ramarcação dos núcleos com DAPI (F).  (G) Vaso sangüíneo ( ) em cort e 
t angencial  no t ecido conj unt ivo ent repost o à int umescência lombar (IL) e às raízes espinhais (r ) 
adj acent es.  (H) Ausência de células iNOS ou TNF-α imunorreat ivas.  Apenas alguns esparsos mast ócit os 
são observados em com marcação verde inespecíf ica.  Barra = 25 µm.  
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Figura 5.3.3 - Imunof luorescência com dupla marcação para iNOS (em vermelho) e TNF-α (em verde) 
em rat os Lewis paraparét icos do grupo G2:  Núcleos evidenciados com DAPI (em azul).  Nas imagens 
sobrepost as,  as células duplament e marcadas para iNOS e TNF-α (iNOS+/ TNF-α+) são visual izadas em 
t om alaranj ado ou amarelado.  Cort es longit udinais de cauda eqüina (A,D),  raízes espinhais T12-L3 
(B,E-G) e nervo ciát ico (C,H-J).  (A) Células iNOS+/ TNF-α+ próximas a vasos sangüíneos ( ) formando 
inf i l t rados ( ).  (B) Células iNOS+/ TNF-α+ ao redor de vaso sangüíneo no t ecido conj unt ivo ent repost o 
à int umescência lombar (IL) e às raízes T12-L3 (r ) adj acent es.  (C) Células iNOS+/ TNF-α+ próximas a 
vasos sangüíneos no perineuro/ epineuro.  Algumas células grandes e verdes (mast ócit os) est ão 
present es ent re as f ibras nervosas do nervo ciát ico.  (D) Células iNOS+/ TNF-α+ ent re os neurônios de 
um gângl io de raiz dorsal (g).  (E-G) Imagens das células evidenciadas em B,  most rando a 
imunomarcação para iNOS (E),  TNF-α (F) e a sobreposição de ambas as imunomarcações (G).  (H-J) 
Imagens das células evidenciadas em C,  most rando a imunomarcação para iNOS (H),  TNF-α (I) e a 
sobreposição de ambas (J).  Barra = 25 µm.  
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Figura 5.3.4 - Imunof luorescência com dupla marcação para iNOS (em vermelho) e TNF-α (em verde) 
em rat os Lewis com paraparesia severa do grupo G3.  Núcleos evidenciados pelo DAPI (em azul).  Nas 
imagens sobrepost as,  as células duplament e marcadas para iNOS e TNF-α (iNOS+/ TNF-α+) são 
visual izadas em t om alaranj ado ou amarelado.  Cort es longit udinais de cauda eqüina (A,D),  raízes 
nervosas T12-L3 adj acent es à int umescência lombar (B,E) e nervo ciát ico (C,F-H).  (A) Células 
iNOS+/ TNF-α+ dist r ibuídas pelos inf i l t rados inf lamat órios ( ) e por ent re as f ibras nervosas.  (B) 
Células iNOS+/ TNF-α+ dist r ibuídas ao redor de inf i l t rados nas raízes espinhais (r ) e no t ecido 
ent repost o a est as e à int umescência lombar (IL).  (C) Numerosas células iNOS+/ TNF-α+ dist r ibuídas ao 
redor de inf i l t rados local izados ent re as f ibras nervosas do nervo ciát ico.  Algumas células grandes e 
verdes (mast ócit os com marcação inespecíf ica) são observadas j unt o aos inf i l t rados.  (D) Células 
iNOS+/ TNF-α+ ent re as f ibras nervosas de uma raiz dorsal  e ent re os neurônios de um gângl io sensit ivo 
(g) na cauda eqüina.  (E) Células iNOS+/ TNF-α+ próximas aos neurônios de um gângl io sensit ivo.  (F-H) 
Imagens com maior aument o de células iNOS+/ TNF-α+ observadas em C,  most rando a imunomarcação 
para iNOS (F),  TNF-α (G) e a sobreposição de ambas com a marcação dos núcleos (H).  Barra = 25 µm,  
excet o em F-H (12,5 µm).  
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Figura 5.3.5 - Imunof luorescência com dupla marcação para iNOS (em vermelho) e TNF-α (em verde) 
em rat os Lewis do grupo R1,  durant e a fase de recuperação (A-C) e do grupo R0,  fase de resolução da 
EAN (D-F).  Núcleos evidenciados pelo DAPI (em azul).  Nas imagens sobrepost as,  as células 
duplament e marcadas para iNOS e TNF-α (iNOS / TNF-α ) são visual izadas em t om alaranj ado ou 
amarelado.  Cort es longit udinais de cauda eqüina (A,D),  raízes nervosas ent re T12-L3 adj acent es à 
int umescência lombar (IL) (B,E) e nervo ciát ico (C,F).  (A) Presença de um inf i l t rado inf lamat ório ( ) 
com algumas células iNOS / TNF-α .  (B) Raríssimas células iNOS / TNF-α  foram encont radas nas raízes 
nervosas T12-L3 (r).  (C) No nervo ciát ico,  poucas células iNOS / TNF-α  são observadas,  geralment e 
present es em vasos sangüíneos.  (D) Ausência de inf i l t rados ou imunorreat ividade para iNOS/ TNF-α em 
raiz da cauda equina.  Vaso sangüíneo indicado por uma cabeça de set a.  (E) Aspect o das raízes 
nervosas T12-L3 e ausência de células imunomarcadas para iNOS ou TNF-α.  (F) Vaso sangüíneo 
epineural  ( ) no nervo ciát ico e mast ócit os perivasculares com marcação não-específ ica em verde.  
Barra = 25 

+ +

+ + + +
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µm.  
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5.4.  Imunofluorescência para iNOS e macrófagos (ED1+) 

A imunomarcação dupla para iNOS e ED1 most rou que part e das células que 

exibem imunorreat ividade para iNOS t ambém apresent a imunorreat ividade para ED1 (um 

ant ígeno de membrana l isossomal de macrófagos).   

Nos animais normais (grupo cont role) não foram evidenciadas células iNOS+ ou 

ED1+ em nenhum dos espécimes colet ados.  

Na fase inicial  da EAN (grupo G1),  poucas células iNOS e ED1 posit ivas (iNOS+/ ED1+) 

foram observadas dent ro de vasos sangüíneos local izados nas raízes nervosas T12-L3 

adj acent es à int umescência lombar,  na cauda eqüina (Fig.  5.4.1 A-C) e no nervo ciát ico.   

Nos espécimes de animais do grupo G2,  uma população maior de células 

iNOS+/ ED1+ formando inf i l t rados inf lamat órios foi observada próximo a vasos sangüíneos,  

principalment e na cauda eqüina (região ent re o gângl io sensorial  e a raiz dorsal) (Fig.  

5.4.1 D-F).  Também nessa região foram observadas algumas células apenas iNOS+ ou 

apenas ED1+.   

A anál ise dos animais do grupo G3 revelou a presença de numerosas células iNOS+,  

ED1+ e iNOS+/ ED1+,  local izadas principalment e ent re as f ibras nervosas e em inf i l t rados 

inf lamat órios nas raízes nervosas T12-L3,  na cauda eqüina e no nervo ciát ico.  Em imagens 

com maior aument o,  pôde-se observar a forma ovalada e as ext ensões cit oplasmát icas de 

macrófagos iNOS+/ ED1+ dispost os ent re as f ibras nervosas (Fig.  5.4.1 G-I).   

Durant e a fase de recuperação (grupo R1) verif icou-se uma diminuição da 

população de células iNOS+ e iNOS+/ ED1+,  principalment e nas raízes nervosas T12-L3.  A 

maioria dessas células foi observada dent ro ou ao redor de vasos sangüíneos.  Nas raízes 

da cauda eqüina,  algumas células iNOS+/ ED1+ local izadas ent re as f ibras nervosas 

apresent aram uma forma ovalada e com aspect o esponj oso (Fig.  5.4.1 J-L).   

Na fase de resolução da EAN (grupo R0) não foi observada imunorreat ividade para 

iNOS+ nos espécimes anal isados.  No ent ant o,  algumas células ED1+ foram observadas ent re 

as f ibras nervosas das raízes nervosas espinhais e do nervo ciát ico.   
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Figura 5.4.1 - Imunof luorescência com marcação dupla para iNOS 
(em vermelho) e ED1 (em verde) em rat os Lewis durant e 
diferent es fases da EAN.  A marcação dupla (em amarelado ou 
alaranj ado) est á sobrepost a a uma imagem obt ida at ravés da 
t écnica de DIC em C,F, I,L.  Cort es longit udinais de raízes da cauda 
eqüina (A-F,J-L) e nervo ciát ico (G-I).  (A-C) Células iNOS+ e 
iNOS/ ED1+ observadas dent ro de vaso sit uado em uma raiz da 
cauda eqüina de um animal na fase inicial  da EAN.  (D-F) No grupo 
G2,  numerosas células iNOS+,  ED1+ e iNOS/ ED1+ foram observados 
em inf i l t rados nas raízes espinhais da cauda eqüina.  (g) gângl io 
sensit ivo.  (G-I) Macrófagos iNOS/ ED1+ ent re as f ibras nervosas de 
uma raiz da cauda eqüina em animal do grupo G3.  Esses 
macrófagos apresent aram uma forma ovalada e prolongament os 
cit oplasmát icos com imunorreat ividade para iNOS e ED1.  (J-L) 
Células iNOS/ ED1+ de aspect o esponj oso local izado ent re as f ibras 
nervosas de uma raiz da cauda eqüina em um animal em 
recuperação (grupo R1).   
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5.5.  Imunofluorescência para neurofilamentos em nervo ciático 

A marcação de neurof i lament os (NF) nos cort es longit udinais apresent ou-se sob a 

forma de f i lament os cont ínuos t ant o nos nervos de animais normais como de animais em 

grau 1 (Fig.  5.5.1 A,  B,  D-F).  Em cort es t ransversais foram observados axônios marcados 

int ensament e para NF ocupando grande part e do cal ibre do nervo normal (Fig.  5.5.1 C).  

Em animais do grupo G3,  a imunomarcação t ornou-se f ragment ada,  formando segment os 

(menos int ensos) e aglomerados de NF marcados (Fig.  5.5.1 G,  H).  Em cort e t ransversal,  a 

marcação apresent ou-se de maneira mais pont ual e com lacunidades (Fig.  5.5.1 I).  

Durant e a fase de recuperação (R1),  grande part e dos NF marcados volt ou a se apresent ar 

como f i lament os cont ínuos,  alguns mais grossos e out ros,  porém mais delgados (Fig.  5.5.1 

J,  K).  O perf i l  da imunomarcação em cort e t ransversal  foi similar ao observado nos 

animais do grupo G3,  porém,  com lacunidades maiores (Fig.  5.5.1 L).  No período de 

resolução da EAN (R0) foram observados neurof i lament os marcados formando f i lament os 

cont ínuos,  sendo alguns largos e out ros mais f inos (Fig.  5.5.1 M-O).  
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Figura 5.5.1 - Imunof luorescência com marcação para 
neurof i lament os (NF) (em vermelho) em cort es longit udinais (A,  
B,  D-F,  G,  H,  J,  K,  M-O) e t ransversais (C, I,L) de nervo ciát ico de 
rat os Lewis normais e com EAN.  (A,B) A imunomarcação de NF 
apresent a-se sob a forma de f i lament os cont ínuos no nervo 
normal;  (C) Observa-se que os NF nos axônios ocupa grande part e 
do cal ibre do nervo normal;  (D-F) Nervo de animal em grau 1 
(grupo G1) com aspect o da imunomarcação similar ao observado 
no nervo normal;  (G,  H) Nos animais com grau 3,  a 
imunomarcação t orna-se muit o f ragment ada,  inclusive com a 
presença de aglomerados de NF;  (I) A marcação de NF difere da 
marcação do nervo normal,  apresent ando-se de maneira muit o 
mais pont ual e com lacunidades;  (J,  K) Durant e a fase de 
recuperação (R1),  grande part e dos NF marcados volt am a se 
apresent ar como f i lament os cont ínuos,  alguns,  porém,  mais 
delgados;  (L) O perf i l  de imunomarcação em cort e t ransversal é 
semelhant e ao observado para o grupo G3,  mas com lacunidades 
maiores.  (M-O) No período de resolução da doença (R0) observa-
se que a imunomarcação forma f i lament os cont ínuos,  alguns mais 
f inos e out ros mais largos.  
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6.  DISCUSSÃO 

 

Est e est udo caract erizou a presença da iNOS e do TNF-α em diferent es regiões do 

sist ema nervoso periférico de rat os Lewis durant e a EAN.  Nesses animais,  verif icou-se a 

imunorreat ividade dupla para iNOS e TNF-α em macrófagos e neut róf i los.  A presença 

dessas células nas raízes da cauda eqüina,  raízes nervosas de T12 a L3,  gângl ios 

sensit ivos e nervo ciát ico variou de acordo com o quadro cl ínico apresent ado pelo animal 

com EAN.  

No decurso da EAN,  const at ou-se que macrófagos e leucócit os 

pol imorfonucleares,  provavelment e neut róf i los,  const it uíram grande part e das células 

inf lamat órias produt oras de iNOS e TNF-α.  Os macrófagos são considerados células 

efet oras por “ desnudarem”  e fagocit arem a miel ina das f ibras nervosas,  sendo 

comument e observados nas lesões desmiel inizant es da EAN (BALLIN e THOMAS,  1969).  

Experiment os que acarret aram depleção dos macrófagos,  por exemplo,  at ravés da 

inj eção int raperit onial  de part ículas de síl ica,  result aram na prot eção dos animais cont ra 

o desenvolviment o e progressão da EAN (CRAGGS,  KING e THOMAS,  1984).  A ação 

desmiel inizant e dos macrófagos provavelment e é mediada por espécies reat ivas de 

oxigênio e de nit rogênio.  A part icipação de espécies reat ivas de oxigênio na evolução da 

EAN foi demonst rada por alguns aut ores.  Hart ung e colaboradores (1988) apl icaram as 

enzimas superóxido dismut ase e cat alase como ant ioxidant es enzimát icos em rat os 

Lewis,  no início do processo pat ológico.  Seus result ados demonst raram que essa 

apl icação efet ivament e reduziu os sinais cl ínicos e elet rof isiológicos da EAN,  bem como 

a desmiel inização perivenular e a inf i l t ração de macrófagos.  Os mesmos aut ores 

verif icaram t ambém que macrófagos obt idos de rat os com EAN geravam quant idades 

muit o maiores de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio ex-vivo do que os 

macrófagos de rat os não-imunizados.  Assim,  eles most raram que espécies reat ivas de 

oxigênio produzidas por macrófagos est avam envolvidas com a def iciência funcional e as 

lesões t eciduais na EAN.   

Além disso,  os macrófagos at ivados l iberam uma grande variedade de cit ocinas,  

ent re elas o TNF-α,  que é capaz de causar desmiel inização e degeneração axonal 

(SELMAJ et  al . ,  1991a;  REDFORD,  HALL e SMITH et  al . ,  1995).  St ol l  e colaboradores 

(1993b) observaram que na EAN,  os macrófagos aderent es às paredes dos vasos e às 

f ibras nervosas apresent am imunorreat ividade para TNF-α,  cont rariament e aos 

macrófagos pós-fagocít icos nos est ágios mais avançados da desmiel inização.  O TNF-α 
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produzido por esses macrófagos aderent es afet aria a bainha de miel ina adj acent e e 

assim cont r ibuir ia para a pat ogênese da EAN.  No ent ant o,  a anál ise feit a por esses 

aut ores rest ringiu-se às raízes espinhais vent rais,  sem est ender-se para out ras regiões.   

Além dos macrófagos,  foram evidenciados neut róf i los imunoreat ivos para iNOS e 

TNF-α,  ident if icados com base na morfologia t ípica de seu núcleo mult i lobulado.  Essas 

células pol imorfonucleadas foram observadas principalment e nas fases iniciais da EAN,  

sendo local izadas dent ro de vasos,  perivascularment e e no t ecido endoneural .  Na fase 

de recuperação e resolução da EAN,  essas células rarament e foram encont radas.  Embora 

os inf i l t rados de pol imorfonucleares não sej am f requent ement e descrit os nos casos de 

GBS ou de EAN induzida pela imunização com miel ina,  essas células devem t er uma 

import ant e part icipação na pat ogênese desses processos inf lamat órios.  Os 

pol imorfonucleares podem at uar na quebra da barreira hemat o-nervosa (BNB),  pois 

est ão associados ao aument o da permeabil idade vascular em modelos de lesão mecânica 

e à mort e de células endot el iais (VARANI et  al . ,  1994).  Além disso,  alguns aut ores 

relacionaram essas células à pat ogênese e à fase efet ora da EAE (MÄÄTTÄ et  al . ,  1998;  

McCOLL et  al . ,  1998).  Out ros aut ores t ambém relat aram a presença de 

pol imorfonucleares nos inf i l t rados inf lamat órios da EAN (IZUMO et  al . ,  1985;  HADDEN et  

al . ,  2002).  Hadden e colaboradores (2002) observaram numerosos leucócit os 

pol imorfonucleares,  provavelment e neut róf i los,  no endoneuro de animais nos primeiros 

est ágios da EAN,  ut i l izando o modelo de EAN induzido passivament e (AT-EAN).  Nossos 

result ados ressalt am a import ância dos neut róf i los na EAN induzida com o pept ídeo 

SP26,  uma vez que essas células produzem iNOS e TNF-α,  duas moléculas de ampla ação 

nas doenças aut o-imunes.  

No início dos sinais cl ínicos da EAN,  macrófagos e neut róf i los foram encont rados 

em inf i l t rados inf lamat órios nas raízes da cauda eqüina,  especialment e próximo à região 

de t ransição ent re as raízes dorsais e os gângl ios sensit ivos.  Dent re as diferent es 

est rut uras envolvidas na formação do nervo periférico,  as raízes são mais suscet íveis à 

inf lamação,  sendo afet adas ant es do nervo periférico correspondent e.  A maior 

suscept ibi l idade das raízes dorsais ao início do processo inf lamat ório desmiel inizant e e à 

passagem de moléculas nocivas durant e a EAN foi const at ada por vários aut ores e pode 

est ar associada à variação da permeabil idade da barreira hemat o-nervosa (BNB) (HAHN,  

FEASBY e GILBERT,  1985;  HO,  McKHANN e GRIFFIN,  1998).  Assim como o sist ema nervoso 

cent ral ,  o sist ema nervoso periférico est á resguardado do t rânsit o l ivre de prot eínas e 

out ras macromoléculas do sangue para o endoneuro at ravés da BNB.  No ent ant o,  essa 
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barreira não é t ão rest rit iva como a barreira hemat o-encefál ica (BBB),  de modo a 

permit ir a passagem para o espaço endoneural ,  de pequenas quant idades de prot eínas 

circulant es,  t ais como albumina,  imunoglobul inas e enzimas.  A BNB não é homogênea em 

t odo o sist ema nervoso periférico.  No nervo,  o perineuro é const it uído por várias 

camadas de células perineurais e t ecido conj unt ivo denso ordenado,  enquant o que os 

capilares endoneurais apresent am j unções de oclusão e não possuem fenest ras.  Nas 

raízes nervosas,  alguns t rabalhos most raram que a BNB é mais permeável do que nos 

nervos periféricos.  Além das bainhas das raízes serem mais f inas,  alguns capilares 

endoneurais apresent am endot él io fenest rado,  principalment e aqueles local izados 

próximo ou dent ro dos gângl ios sensit ivos (KIERNAN,  1996).  Essas caract eríst icas levam 

alguns aut ores a considerarem que os gângl ios das raízes dorsais (DRG) est ão desprovidos 

de uma BNB como a que se encont ra no nervo periférico (ROSEN et  al . ,  1990;  DEVOR,  

1999).  Essas diferenças de permeabil idade ent re as raízes nervosas,  gângl ios e nervo 

periférico favorece a passagem de moléculas envolvidas na pat ogênese da EAN,  o que 

por sua vez result a na at ivação de sinais quimiot át icos para as células inf lamat órias.  

No nervo ciát ico,  onde uma BNB mais efet iva deve ret ardar um processo 

inf lamat ório local,  a cont ribuição dos mast ócit os para a quebra da BNB t ambém deve ser 

considerada.  Nossos result ados most raram a presença de muit os mast ócit os no t ecido 

conj unt ivo dos nervos ciát icos,  enquant o que raros mast ócit os foram observados na 

cápsula que envolve o DRG e no t ronco nervoso pós-gangl ionar.  Se por um lado,  as raízes 

nervosas e os gângl ios são mais permeáveis do que o nervo ciát ico devido a cert os 

aspect os da BNB,  por out ro,  o nervo ciát ico é mais propenso à quebra da BNB at ravés da 

ação de numerosos mast ócit os perivasculares.  Alguns aut ores sugeriram que a 

suscept ibi l idade dos rat os Lewis à indução usual da EAN pode est ar relacionada aos 

grandes números de mast ócit os no SNP nest a l inhagem.  (JOHNSON et  al . ,  1991).  Além 

disso,  há evidência de que os mast ócit os do sist ema nervoso est ej am envolvidos na 

pat ogênese da EAN e t ambém da EAE (BROSNAN et  al . ,  1985;  DINES e POWELL,  1997;  

SECOR et  al . ,  2000).  

A presença de iNOS e TNF-α nos gângl ios sensit ivos durant e a EAN não havia sido 

relat ada por out ros aut ores.  Além dessas moléculas,  a presença de macrófagos,  

neut róf i los e mast ócit os nos DRG durant e a EAN fort ement e sugere que os animais 

afet ados pela EAN desenvolvam dor neuropát ica.  Sabe-se que o TNF-α est á associado a 

respost as nocicept ivas causando hiperalgesia,  e por isso,  é alvo de ext ensos est udos em 

diferent es modelos de lesão (SEKIGUCHI,  KIKUCHI e MYERS,  2004;  OHTORI et  al . ,  2004).  
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Recent ement e,  Moalem-Taylor e colaboradores (2007) verif icaram que rat os imunizados 

at ivament e com P2 desenvolveram hiperalgesia t érmica (diminuição do l imiar da dor 

f rent e a um est ímulo t érmico) e alodinia mecânica (percepção de dor a est ímulo 

mecânico comument e não doloroso).  Em nosso laborat ório,  experiment os prel iminares 

com o t est e de t ai l  f l ick t ambém most raram alt erações na respost a nocicept iva a um 

est ímulo t érmico durant e a evolução da EAN (observações pessoais).  Essas observações 

t ornam a EAN um modelo apropriado para o est udo da dor experiment ada pelos 

pacient es com a síndrome de Guil lain Barré.  No ent ant o,  a part icipação da iNOS e do 

TNF-α nesse processo ainda não foi invest igada.  Por out ro lado,  a presença de iNOS nos 

gângl ios sensit ivos afet ados pela EAN e a conseqüent e produção de NO podem acarret ar 

neurodegeneração induzida pela neurot oxicidade,  colapso energét ico e mort e celular.  

Isso poderia expl icar as def iciências de sensibi l idade em alguns pacient es afet ados pela 

Guil lain-Barré.   

Um import ant e achado dest e t rabalho é a correlação ent re a dist r ibuição 

t opográf ica das células iNOS e TNF-α imunorreat ivas e a evolução cl ínica da EAN.  Isso 

sugere que a produção local dessas moléculas deva cont ribuir para as al t erações 

neurológicas observadas.  De acordo com a relação t opográf ica ent re medula espinhal ,  

raízes dorsais e coluna vert ebral  (HEBEL e STROMBERG, 1986),  a região anal isada da 

cauda eqüina incluiu as raízes dorsais e vent rais oriundas do segment o medular L4 a Co3 

e os gângl ios sensit ivos L4 a L6.  Dessa forma,  ela abrangeu as raízes mot oras e sensit ivas 

responsáveis pela composição do nervo ciát ico (oriundas de L3 a L6 ou S1),  além das 

raízes nervosas responsáveis pela inervação mot ora dos músculos da cauda (oriundas de 

L4 a Co3).   

Na fase inicial  da EAN,  células imunorreat ivas para iNOS/ TNF-α foram 

encont radas em vasos sit uados ent re algumas raízes nervosas da cauda eqüina.  Várias 

dest as raízes são responsáveis pela inervação dos músculos da cauda.  Considerando-se a 

est rut ura do envolt ório das raízes (mencionada ant eriorment e) e a proximidade das 

células iNOS/ TNF-α-imunorreat ivas com as f ibras nervosas,  sugere-se que o NO 

produzido possa int erferir de modo reversível  na condução do impulso nervoso,  

acarret ando a perda do t ônus caudal (REDFORD,  KAPOOR e SMITH,  1997).  No nervo 

ciát ico,  porém,  o NO produzido pelas células imunorreat ivas dent ro de alguns vasos 

epineurais não deve t er sido capaz de at ingir e afet ar as f ibras nervosas,  vist o que a 

organização de seus envolt órios dif icul t aria sua difusão.  Quant o às raízes que originam o 

nervo ciát ico,  elas ainda não devem t er sido funcionalment e afet adas nest a fase,  uma 
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vez que nenhuma célula imunorreat iva para iNOS foi observada próxima aos gângl ios 

sensit ivos,  local mais suscept ível  à inf i l t ração celular.   

A produção de NO e de TNF-α pelas células inf lamat órias logo no início dos sinais 

cl ínicos da EAN pode at uar na quebra da barreira hemat o-nervosa,  faci l i t ando o 

recrut ament o de out ras células e cont ribuindo para o agravament o da EAN (TAYLOR e 

POLLARD,  2007).  Nossos dados reforçam essa hipót ese,  evidenciando nas fases 

post eriores,  o recrut ament o de uma maior população de células inf lamat órias cont endo 

iNOS e TNF-α.  O aument o dest a população nos vasos da cauda eqüina provavelment e 

result a na produção de al t as concent rações de NO,  capazes de afet ar muit as f ibras 

nervosas,  inclusive as responsáveis pela formação do nervo ciát ico.  Essas observações,  

j unt ament e com a presença de células cont endo iNOS e TNF-α em vasos ent repost o ao 

segment o da int umescência lombar e às raízes T12-L6 adj acent es,  descrevem um quadro 

f isiopat ológico condizent e com a paraparesia exibida pelos animais.   

Considerando-se a anat omia do rat o,  as raízes nervosas adj acent es ao segment o 

da int umescência lombar correspondem às raízes dorsais e vent rais oriundas do 

segment o medular T12 a L3.  As f ibras nervosas das raízes originadas dos segment os L1 a 

L3 formam os nervos do plexo lombar envolvidos na inervação de alguns músculos do 

quadri l  e da coxa,  ao passo que as f ibras oriundas dos segment os T12 e T13 inervam 

músculos da parede abdominal,  o músculo cremast er ext erno,  o escrot o e a pele 

perivulvar (HEBEL e STROMBERG, 1986).  Nos animais obt idos em grau 3 e que port ant o,  

apresent am uma paraparesia severa,  o agravament o do quadro cl ínico é coerent e com a 

ampla dist r ibuição das células cont endo iNOS e TNF-α nos inf i l t rados perivasculares do 

nervo ciát ico,  ao longo das raízes nervosas da cauda eqüina e nas raízes oriundas de 

segment os mais al t os,  responsáveis por inervar a musculat ura da coxa e do quadri l  do 

rat o.  Nest a fase da EAN,  os result ados referent es à hist oquímica de Sudan Black 

evidenciaram a desmiel inização de f ibras nervosas,  principalment e no nervo ciát ico.  De 

acordo com Redford e seus colaboradores (1997),  axônios desmiel inizados e em início de 

remiel inização t ambém t êm a condução do impulso nervoso bloqueado pelo NO.  

Paralelament e ao possível bloqueio da condução nervosa,  o NO produzido pelas células 

imunorreat ivas para iNOS/ TNF-α t ambém pode at uar no processo de desmiel inização,  

cont ribuindo para o agravament o da EAN.  Em t rabalho recent e verif icamos que 

camundongos C57BL/ 6 nocaut eados para iNOS apresent aram reduzida produção de TNF-

α no sist ema nervoso cent ral  e uma signif icat iva redução na gravidade dos sinais cl ínicos 

na fase aguda da encefalomiel i t e aut o-imune experiment al  (EAE) (FARIAS et  al . ,  2007).  
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Most ramos que o TNF-α e o NO agem sinergicament e no processo de dano à miel ina,  

conf irmando as observações de out ros aut ores sobre a at uação desses mediadores 

inf lamat órios na dest ruição da miel ina e de ol igodendrócit os (SELMAJ et  al . ,  1991b).   

À medida que os sinais cl ínicos da EAN regrediram,  ocorreu a diminuição da 

quant idade de células inf lamat órias iNOS/ TNF-α-imunorreat ivas,  concomit ant ement e à 

redução do t amanho e do número dos inf i l t rados.  À semelhança do relat ado por out ros 

aut ores em relação aos inf i l t rados,  est a redução foi primeirament e observada nas raízes 

de níveis mais al t os (da porção da int umescência lombar) e depois nas raízes da cauda 

eqüina (HADDEN et  al . ,  2002;  ROSEN et  al . ,  1990).  Na fase de recuperação (animais em 

grau 1),  a imunoist oquímica revelou raras células imunorreat ivas para TNF-α e iNOS,  

present es no int erior de vasos.  Por out ro lado,  a hist oquímica de Sudan Black evidenciou 

o auge do processo de f ragment ação e degradação da miel ina no nervo ciát ico,  

fenômeno t ambém mencionado por out ros aut ores (SCHOTT et  al . ,  1988).   

Nos animais na fase de resolução da EAN,  nenhuma célula duplament e 

imunorreat iva foi observada.  Observou-se t ambém a presença de raras f ibras 

f ragment adas,  além de f ibras com delgadas bainhas de miel ina,  indicat ivo de 

remiel inização.  Esses result ados reforçam a hipót ese de que moléculas como o NO,  

l iberadas nos locais de inf lamação,  sej am responsáveis pela def iciência mot ora na EAN 

at ravés de sua at uação no bloqueio da condução nervosa (HADDEN et  al . ,  2002).  

Paralelament e,  a at uação do NO no início do processo desmiel inizant e e sua associação 

com o agravament o dos sinais cl ínicos t ambém deve ser considerada.   

Nossos dados most ram que o NO deve est ar envolvido na pat ogênese da EAN,  uma 

vez que a isoforma iNOS est á present e em macrófagos logo no início dos sinais cl ínicos e 

t em sua presença ampl iada à medida que essas células são recrut adas.  Cont i et  al .  

(2004) observaram a expressão dessa isoforma concomit ant ement e ao apareciment o dos 

primeiros sinais cl ínicos,  mas soment e nas raízes espinhais vent rais.  No ent ant o,  por 

meio de imunocit oquímica e microscopia elet rônica,  eles evidenciaram essa isoforma em 

macrófagos,  células de Schwann e l infócit os.  Est es aut ores sugeriram que a expressão de 

iNOS nas raízes nervosas t eria um import ant e papel na pat ogênese da desmiel inização do 

sist ema nervoso periférico mediada por células,  exercendo uma possível  e relevant e 

ação cit ot óxica cont ra o axônio.  Lee e Shin (2002) verif icaram no nervo ciát ico a 

expressão prot éica aument ada da iNOS no pico da EAN,  seguido de uma diminuição na 

fase de recuperação.  Por meio de imunoist oquímica,  os macrófagos foram ident if icados 

como principais produt ores de iNOS,  enquant o que as células endot el iais e as células de 
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Schwann apresent aram-se imunomarcadas para a eNOS.  Esses aut ores sugeriram um 

papel regulat ório benéf ico da iNOS,  eNOS e do NO produzido na EAN.  Ut i l izando t écnica 

de TUNEL e marcadores f luorescent es para células necrót icas e apopt ót icas,  esses 

aut ores propuseram que o NO poderia at uar na supressão da prol i feração celular ou 

indução da apopt ose,  cont ribuindo assim para a fase de recuperação da EAN.  

Provavelment e,  o NO exerça diferent es funções no desenvolviment o da EAN,  conforme o 

local e a fase do processo pat ológico em que é produzido,  o que dif icul t a a anál ise da 

sua at uação.  O envolviment o da NOS na pat ogênese da EAN foi invest igado por Zielasek 

e colaboradores (1995),  que administ raram diferent es inibidores para essas isoformas em 

rat os Lewis induzidos at ivament e e passivament e para EAN.  Na EAN induzida 

passivament e,  eles observaram uma redução signif icat iva na gravidade dos sinais cl ínicos 

e nos inf i l t rados celulares do nervo ciát ico at ravés da administ ração de inibidores não-

selet ivos para as 3 isoformas,  como o N-monomet i larginina (NMMA) e o nit ro-arginina-

met i lest er ou L-NAME.  No ent ant o,  na indução por imunização at iva,  os inibidores não 

al t eraram a evolução do processo pat ológico.  

Paralelament e ao processo desmiel inizant e que acomet e o t ecido nervoso 

periférico,  graus variáveis de degeneração axonal t ambém podem ser observados na 

evolução da EAN.  O grau de degeneração axonal est á relacionado com a forma de 

indução da EAN,  a concent ração da miel ina ou do pept ídeo neurit ogênico inoculado e a 

região anal isada do sist ema nervoso periférico (HAHN et  al . ,  1991).   

Nossos dados de imunof luorescência para neurof i lament os (NF) no nervo ciát ico 

most raram diferent es perf is de marcação nos diferent es est ágios da EAN.  As al t erações 

foram evident es no moment o ant erior à fase de pico da EAN,  quando ent ão a 

imunomarcação de NF apresent ou-se f ragment ada ou aglomerada,  perdendo o aspect o 

cont ínuo observado nos axônios do nervo normal.  Nos cort es t ransversais do nervo 

ciát ico verif icou-se uma marcação menos int ensa e com maior lacunidade que a 

marcação int ensa e homogênea exibida pelo nervo normal.  Na fase de recuperação,  essa 

lacunidade foi ainda maior e correspondeu ao pico de desmiel inização no nervo.  Um 

padrão semelhant e de marcação é observado durant e a degeneração Walleriana (DW) no 

cot o dist al  de um nervo periférico seccionado.  A DW caract eriza-se pelo colapso do 

cit oesquelet o axonal e pela f ragment ação e degradação da bainha de miel ina por células 

de Schwann e macrófagos (GRIFFIN e HOFFMAN,  1993).  Durant e a primeira semana de 

degeneração os NF,  vão se f ragment ando em segment os cada vez menores at é formarem 

aglomerados dispersos ao longo do nervo (DE LA HOZ et  al . ,  2003).  Em casos severos da 
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Síndrome de Guil lain Barré,  bem como em alguns modelos de EAN,  t ambém foi relat ada 

a ocorrência de DW (HAHN et  al . ,  1991;  POWELL et  al . ,  1991).  A t écnica 

imunoist oquímica empregada é indicat iva da ocorrência de degradação dos 

neurof i lament os.  Cont udo,  ela não demonst ra o processo em si.  Para est a 

imunoist oquímica empregou-se um ant icorpo monoclonal específ ico para epít opos 

fosfori lados das subunidades que formam os NF.  Com isso,  al t erações na imunomarcação 

dest es element os represent am a princípio,  al t erações no seu est ado de fosfori lação.  Os 

event os decorrent es da defosfori lação dos NF podem l imit ar-se a mudanças na 

organização est rut ural  ou result ar na sua degradação.  As int erações ent re as 

subunidades que formam os NF ou ent re os próprios NF e as est rut uras vizinhas,  bem 

como a dinâmica do cit oesquelet o,  dependem dos sít ios de fosfori lação das subunidades 

M e H dos neurof i lament os (NIXON e SIHAG,  1991;  WAEGH,  LEE e BRADY,  1992).  Por 

out ro lado,  sabe-se t ambém que NF defosfori lados são suscept íveis à degradação por 

prot eases dependent es de cálcio,  como por exemplo,  as calpaínas (SCHLAEPFER,  1987;  

MELLER,  EYSEL e SCHMIDT-KASTNER,  1994).   

A imunomarcação de epít opos defosfori lados nos NF e a observação dos nervos 

at ravés de microscopia elet rônica,  por exemplo,  poderiam conf irmar se a mudança do 

est ado de fosfori lação dos NF durant e a EAN observada em nossos result ados est á 

associada à sua degradação ou a al t erações est rut urais que int erferem na formação dos 

próprios neurof i lament os.  No ent ant o,  com base na t emporal idade dos result ados 

morfológicos obt idos e na descrição hist opat ológica feit a por alguns aut ores (HAHN et  

al . ,  1991),  deduziu-se que essas al t erações não devem est ar associadas à ocorrência de 

degeneração axonal.  

É reconhecidament e import ant e a inf luência da célula de Schwann sobre a 

regulação da organização axonal e do cal ibre axonal.  De acordo com Waegh,  Lee e Brady 

(1992),  nas regiões desmiel inizadas o cal ibre axonal é menor devido à maior 

compact ação dos neurof i lament os.  Est a compact ação ou aproximação dos 

neurof i lament os,  por sua vez,  se deve à defosfori lação de suas subunidades.  Os 

mecanismos de cont role do est ado de fosfori lação dos NF não est ão bem est abelecidos,  

mas envolvem a int eração da bainha de miel ina e da célula de Schwann com o axônio,  

provavelment e at ravés da modulação de enzimas quinases e fosfat ases.  Assim,  propõe-se 

que o processo inf lamat ório aut o-imune que acarret a int ensa desmiel inização das f ibras 

nervosas conduza a al t erações na organização est rut ural  dos NF axonais,  ao menos nest e 
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modelo de EAN est udado.  Est as al t erações est rut urais,  por sua vez,  podem cont ribuir 

para os sinais cl ínicos observados.  

O modelo de EAN est udado caract erizou-se pelo baixo grau de degeneração 

axonal e pelo moderado processo desmiel inizant e perivascular e mult i focal das raízes 

espinhais e do nervo ciát ico.  Por out ro lado,  as al t erações morfofuncionais nos 

neurof i lament os indicam a inf luência do processo inf lamat ório na int eração ent re célula 

de Schwann-miel ina-axônio.   

A correlação ent re a evolução cl ínica da EAN e a presença de diferent es células 

produt oras de iNOS e TNF-α reforça a import ância em se invest igar os mecanismos de 

ação dessas moléculas,  bem como os mecanismos envolvidos na sua regulação.  O est udo 

da int eração dessas moléculas com seus recept ores (no caso do TNF-α) e com as 

cit ocinas envolvidas na EAN é import ant e para que se compreenda melhor a part icipação 

das mesmas no surgiment o,  desenvolviment o e resolução do processo pat ológico.   

Fut uras pesquisas devem considerar a complexidade biológica associada à iNOS e 

ao TNF-α ao buscarem novos t rat ament os para os processos inf lamat órios aut o-imunes 

ent re elas a esclerose múlt ipla e a síndrome de Guil lain Barré.  
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7.  CONCLUSÕES GERAIS 

 

• Durant e a EAN,  células inf lamat órias cont endo iNOS e TNF-α dist r ibuem-se no nervo 

ciát ico,  nas raízes espinhais vent rais e dorsais de diferent es níveis e t ambém nos 

gângl ios sensit ivos.  

 

• A presença da iNOS e do TNF nos gângl ios sensit ivos provavelment e acarret a 

al t erações nocicept ivas durant e a EAN.  

 

• O surgiment o e a gravidade dos sinais cl ínicos da EAN est ão correlacionados com a 

local ização e o t amanho da população de células inf lamat órias cont endo iNOS e 

TNF-α no t ecido nervoso periférico.  A presença da iNOS e a provável produção de 

NO podem alt erar o funcionament o normal das f ibras nervosas.  

 

• Dent re as células inf lamat órias,  macrófagos at ivados e neut róf i los apresent am iNOS 

e TNF-α,  o que os t orna um import ant e component e associado à evolução cl ínica da 

EAN.   

 

• No nervo ciát ico,  al t erações morfofuncionais no cit oesquelet o axonal ocorrem nos 

animais com paraparesia severa e em fase de recuperação,  concomit ant ement e ao 

acent uado processo desmiel inizant e.  Essas al t erações provavelment e são 

decorrent es da desest abil ização da int eração célula de Schwann-miel ina-axônio e 

não de processo degenerat ivo axonal.  
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10 ANEXOS 

10.1  Trabalhos e resumos científicos publicados (autora e co-autora) 

 

1.  DE LA HOZ,  C.L.R. ;  CASTRO, F.  R. ;  SANTOS,  L.  M.  B. ;  LANGONE,  F.  TNF-alpha and iNOS 
in peripheral nervous system during experimental autoimmune neurit is. 8th International 
Congress, Abstract in Journal of Neuroimmunology, v. 178, n. suppl. 1, p. 220, Oct . 2006. 
Suplemento. 

 
2.  FARIAS,  A.  S. ;  DE LA HOZ,  C. ;  CASTRO,  F.  R. ;  OLIVEIRA,  E.  C. ;  REIS,  J.  R.  R. ;  SILVA,  

J.  S. ;  LANGONE,  F. ;  SANTOS,  L.  M.  B.  Nit r ic Oxide and TNFα ef fect s in Experiment al  
aut oimmune encephalomyel it is demyel inat ion.  Neuroimmunomodulation,  v.  14,  n.  
1,  p.  32-38,  Aug.  2007.  

 
3.  CASTRO, F.  R. ;  FARIAS,  A.  S. ;  PROENCA,  P.  L. ;  DE LA HOZ,  C. ;  LANGONE,  F. ;  

OLIVEIRA,  E.  C. ;  TOYAMA,  M.  H. ;  MARANGONI,  S. ;SANTOS,  L.  M.  The ef fect  of  
t reat ment  wit h crot apot in on t he evolut ion of  experiment al  aut oimmune neurit is 
induced in Lewis rat s.  Toxicon,  v.  49,  n.  3,  p.  299-305,  Mar.  2007.  
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J Neuroim m unol. 2006 Sep; 178 Suppl 1: 220. 

Abstracts of the 8th International Conference of Neuroimmunology, October 2006. 

 

TNF-α and iNOS in peripheral nervous system during experimental autoimmune 
neuritis. 

• de la  Hoz CLR,   
• Castro FR,   
• Santos LM .  
• Langone F.   

Departm ent  of Physiology and Biophysics, State University of Cam pinas, SP, Brazil.  

Tum or necrosis factor-alpha (TNF-α) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) are 
involved in inflammatory processes such as Guillain Barré Syndrome and its animal 
model, Experimental Autoimmune Neurit is (EAN). We have investigated the presence 
of TNF-α and iNOS in peripheral nervous system during EAN. At different stages of 
the disease, spinal roots adjacent to lumbar intumescence, cauda equina, sensit ive 
ganglia and sciatic nerves were obtained from induced-EAN Lewis rats and processed 
for double iNOS and TNF-α fluorescence immunohistochemistry. Large oval TNF-α+  
cells and smaller rounded TNF-α+ / iNOS+  cells were evidenced. All experimental 
groups, including the control group showed TNF-α+  cells around ganglia and in 
perineurium, with slight differences among groups. At the onset of clinical signs, few 
TNFα+ / iNOS+  cells were found in blood vessels of cauda equina and sciatic nerve. 
During the acute phase there has been an increase in the amount of these cells 
around vessels and inflammatory infiltrates in ganglia, cauda equina and the other 
spinal roots. Just before the peak stage, TNF-α+ / iNOS+  cells in these regions and in 
sciatic nerve were widely distributed around numerous infiltrates. In the recovery 
stage, some TNF-α+ / iNOS+  cells have been still found in cauda equina and sciatic 
nerve vessels, while in the resolution stage they were not evidenced. Evolution of 
EAN clinical signs may be related to TNF-α and iNOS-immunoreactive cells in different 
nervous regions. Probably these cells are stimulated to produce TNF-α and iNOS 
simultaneously before reaching peripheral nervous microenvironment. 

 

 

  



Anexos 121

Neuroim m unom odulat ion. 2007 Aug 15; 14(1) : 32-38.  

 

Nitric Oxide and TNFα effects in Experimental autoimmune encephalomyelitis 
demyelination. 

• aFarias AS,  
• bde La Hoz C,   
• aCastro FR,   
• aOliveira  EC,   
• aReis, JRR,   
• cSilva JS,   
• bLangone F,   
• aSantos LM .   

aNeuroim m unology unit , Dept . Microbiology and I m m unology, bDept . Physiology, 

University of Cam pinas – Cam pinas-  SP – Brazil.  and cDept . I m m unology, University of 

São Paulo – Ribeirão Preto – SP-  Brazil 

The involvement  of inducible nit r ic oxide synthase ( iNOS) , which plays various 
roles in the progression of autoim m une diseases was studied in iNOS knockout  
(KO)  m ice and wild type (WT)  cont rols for  Experim ental autoim m une 
encephalomyelit is. The iNOS (KO)  m ice presented a less severe form  of the 
disease than did the wild type cont rol m ice. Although the levels of TNFα in the 
periphery dim inished for both groups, an increase in the num ber of TNFα 
posit ive cells was detected in the cent ral nervous system  during the acute 
phase of Experim ental autoimmune encephalomyelit is (EAE)  induced in the WT 
m ice, but  no in the KO m ice. These findings suggest  that  NO and TNFα 
cont r ibute to pathogenesis during acute EAE. 

PMI D:  [ PubMed -  in process]  
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Toxicon. 2007 Mar 1; 49(3) : 299-305.  

 

The effect of treatment with crotapotin on the evolution of experimental 
autoimmune neuritis induced in Lewis rats. 

• aCastro FR,  
• aFarias AS,  
• aProenca PL,   
• bde La Hoz C,   
• bLangone F,   
• aOliveira  EC,   
• cToyam a MH ,   
• cMarangoni S,   
• aSantos LM .   

aNeuroim m unology unit , Dept . Microbiology and I m m unology, bDept . Physiology and 

Biophysics, cDept . Biochem ist ry, University of Cam pinas – Cam pinas-  SP – Brazil 

 

Biom edical research in which venom components are being invest igated for 
their  potent ial as novel therapeut ic agents has em erged as an interest ing 
opt ion. Crotapot in, which is purified from  the venom  of the rat t lesnake 
Crotalus durissus terr ificus, has been described as an ant i- inflam m atory agent  
that  acts on the innate arm  of the im m une response. Here we have 
demonst rated that  int raperitoneal adm inist rat ion of crotapot in significant ly 
reduces the severity of experim ental autoim m une neurit is (EAN) , an 
experim ental m odel for Guillain-Barré syndrom e. The reduct ion of the severity 
of the disease is associated with a reduct ion in the m ononuclear cells 
infilt rat ing the sciat ic nerve and a significant  decrease in the lymphocyte 
proliferat ive response to neuritogenic pept ide. 

PMI D:  17145071 
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10.2 Trabalho científico submetido para publicação 
 

J Neuroim m unol. (Subm it ted in July, 2007) . 

 

Inducible nitric oxide synthase and tumor necrosis factor-alpha in the peripheral 
nervous system of Lewis rats with experimental autoimmune neuritis. 

• ade la  Hoz CLR,   
• bCastro FR,   
• bSantos LMB.   
• aLangone F.   

aDepartm ents of Physiology and Biophysics,  bMicrobiology and I m m unology, State 

University of Cam pinas (UNI CAMP) , 13083-970, Cam pinas, SP, Brazil.  

 

This study describes the im m unohistochem ical localizat ion of inducible nit r ic 
oxide synthase ( iNOS)  and tum or necrosis factor-alpha (TNF-α)  in the 
peripheral nervous system  (PNS)  of Lewis rats with experim ental autoim m une 
neurit is (EAN) . As the disease progressed, iNOS/ TNF-α- im m unoreact ive 
m acrophages and neut rophils gradually infilt rated the dorsal root  ganglia, 
ThXI I–LI I I  spinal roots, cauda equina,  and sciat ic nerve. The results suggest  that  
the presence of iNOS and TNF-α bearing cells in the different  parts of the PNS 
affects the normal funct ioning of nerve fibers and is involved in the 
developm ent  of the clinical signs observed at  each stage of EAN. 
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