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ABSTRACT

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) ¢ uma doenga inflamatéria e desmielinizante do sistema nervoso
central (SNC) caracterizada por incapacidades tempordrias ou permanentes. A patogénese envolve a reagio
auto-imune associada com a produgio de citocinas pré inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0). Esta citocina estd associada com o aumento de radicais livres de oxigénio, como o éxido nitrico, liberados
pelas células imunes ativadas. Além de aumentar a inflamagcio, tanto o fator de necrose tumoral, como o 6xido
nitrico causam lesdo tecidual direta. Este estudo avaliou o efeito da talidomida na progressio clinica da doenga,
desenvolvimento da reagdo inflamatéria e desmielinizagio. A expressao tecidual “in situ” do TNF-a e iNOS,
uma enzima associada com a produgio de éxido nitrico, foi investigada em amostras do SNC obtidos durante o
desenvolvimento do modelo de EAE em ratos Lewis. Métodos: Ratos Lewis(n = 30) foram divididos em grupo
de controle sauddvel (I), grupo experimental de encefalomielite autoimune (II) e o grupo tratado com talidomida
(III). Os ratos foram monitorizados durante 15 dias para determinacio da condicdo clinica, apds este periodo, os
animais foram eutanasiados e as amostras do sistema nervoso central foram obtidas para a realizacio de estudo
histopatoldgico e imuno-histoquimico Resultados: Todos os animais do grupo II tiveram sintomas relacionados a
EAE, enquanto apenas um do grupo tratado talidomida apresentaram alteragoes clinicas. O estudo histopatolégico
revelou que as amostras de SNC do grupo II apresentaram dreas de intenso infiltrado inflamatério mononuclear
difuso e presenca de dreas de desmielinizacdo. No entanto, os animais tratados com talidomida apresentaram
ocasionalmente um leve infiltrado inflamatério e bainhas de mielina bem organizadas. Além disso, a expressio de
TNEF-a e iNOS foram significativamente maiores no grupo II, quando comparado com o grupo tratado com a
talidomida. Conclusées: Os resultados considerados em conjunto sustentam a hipdtese de que a talidomida inibe a
intensidade do processo inflamatério e desmielinizacdo, assim como reduz a producio de mediadores inflamatérios
modulando o desenvolvimento da encefalomielite auto-imune experimental em ratos Lewis.

EAE, Talidomida, TNF-q, iNOS, desmielinizacio.

Experimental autoimmune encephalomyelitis is a inflammatory and demyelinating disease of central nervous
system (CNS) characterized by permanents or temporary disabilities. Its pathogenesis involves autoimmune reaction
associated with the production of pro inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a). This
cytokine is associated with increase of reactive oxygen free radicals, such as nitric oxide, released by activated
immune cells. Besides enhancing inflammation, both tumor necrosis factor as nitric oxide cause pathologically
direct destruction of proteins and enzyme oxidation. This study focuses on clinical disease progression, development
of the inflammatory reaction and evaluation axonal myelination . The “ in situ” tissue expression of the TNF-a
and inducible nitric oxide synthase iNOS ,an enzyme associated with the production of nitric oxide , were also
investigated in CNS samples obtained during the development of experimental autoimmune encephalomyelitis
model in Lewis rats. Methods: Lewis rats were used to perform the classical model of EAE. The rats ( n=30) were
divided into the healthy control group (I), experimental autoimmune encephalomyelitis group (II) and thalidomide
treated group (III). The rats were monitored for 15 days for determination of clinical score , after this period , the
animals were euthanized and samples were obtained from the central nervous system in which histopatological
study and immunohistochemistry for SNC in situ detection of TNF-a and inducible nitric oxide synthase (iNOS)
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were performed. Results: All animals of group II had symptoms related to experimental encephalomyelitis , while
only one of the thalidomide treated group showed clinical changes. The histopatological study revealead that
SNC samples of group II presented areas of intense focal and diffuse mononuclear inflammation and the myelin
sheaths were scarce and poorly stained. However, thalidomide treated rats presented occasionally a mild perivascular
inflammatory infiltrate and myelin sheaths were organized and well evidenced. In addition, the expression of TNF-a
and iNOS were significantly higher in the group II when compared with thalidomide treated group. Conclusions:
The results taken together support the hypothesis that thalidomide inhibits the intensity of the inflammation and
demyelination process and as well as reduces the production of inflammatory mediators influencing the development
of experimental autoimmune encephalomyelitis in Lewis rats.
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1 INTRODUCAO

Esclerose multipla (EM) é uma doenca autoimune caracterizada
por episédios de lesdes axonais e desmielinizacio no sistema nervoso
central (SNC) apresentando como principais aspectos clinicos
fraqueza muscular, desorientacdo, perda de equilibrio e nos casos
mais severos paralisia e morte'>72%

Os processos que levam ao desenvolvimento da EM ainda devem
ter seus detalhes esclarecidos, mas o envolvimento de linfécitos T
CD4+ com o fenétipo Thl, produtores de citocinas inflamatérias
e angiogénicas como TNF —a, IL- 6 e o fator de crescimento
endotelial vascular (vascular endothelial growth factor - VEGEF),
além de macréfagos e mediadores inflamatérios soltveis foram
apontados por vérios autores como importantes no desenvolvimento
da doengalz,l4,15,20,27-2‘).

A dicotomia TH1/Th2 até entio aceita na imunopatogénese de
doengas como EM e em seu modelo experimental, a encefalomielite
autoimune experimental (EAE) nido explica completamente esses
processos. A caracterizagao recente do fenétipo Th17, produtor de
interleucina 17 (IL — 17) e sua demonstragio como participante na
fisiopatologia dessas doencas ampliou consideravelmente o campo
de pesquisa e as possibilidades terapéuticas nessas 4reas 2%.

Virios medicamentos ¢ém sido investigados ¢ testados para o
tratamento da EM, j que o uso de corticéides para inibir o processo
inflamatério da doenca pode levar ao desenvolvimento de efeitos
colaterais diversos como edema, risco de diabetes, elevagio de

pressio arterial e doengas infecciosas oportunistas 178303234,
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Como citado anteriormente a encefalomielite autoimune
experimental (EAE) é o modelo usado por vérios pesquisadores
quando se deseja investigar novas possibilidades de tratamento
para a EM devido a grande correlagio imunolégica entre ambas.
Nesse modelo, animais como ratos (Lewis, Dark About) e
camundongos (SJL, Balb/C e C57) sio frequentemente usados nos
experimentos>'®!1%26,

A talidomida ¢ uma droga que tem sido usada para o tratamento
de diversas doencas auto — imunes como o lupus eritematoso
sistémico (LES), artrite reumatéide e hansenfase ¥. E uma droga
anti — angiogénica com efeito inibitério em relagio ao TNF — a,
levando provavelmente a diminuigio do processo inflamatério
nessas patologias 1273133,
Os efeitos da talidomida na diminui¢io de citocinas
inflamatérias como TNF — @, IEN -y e em produtos originados de
atividade inflamatéria como como o 6xido nitrico na EAE j4 foram
demonstrados experimentalmente 7!

No presente estudo avaliamos em a expressio de TNF—ano SNC
de ratos Lewis tratados com talidomida . Os efeitos da talidomida
sobre a produgio in situ da enzima éxido nitrico sintase induzivel (

iNOS) também foi investigado durante o desenvolvimento da EAE.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram obtidos do CEMIB — UNIPAMP — SP — Brasil ratos
Lewis isogénicos, fémeas com idade variando de 6 a 8 semanas,
pesando 120 —150g. Os 30 animais usados nesse trabalho foram
mantidos no Biotério do Centro de Biologia da Reprodugio — UFJE.

Foram divididos em 3 grupos de acordo com a distribuigio abaixo:
a) Grupo controle negativo — 10 animais.
b) Grupo EAE (animais injetados com Macerado de cobaia

e Adjuvante completo de Freund + 4 mg de Mycobacterium

tuberculosis) — 10 animais.
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o) Grupo EAE e Tratados via subcutinea com 30 mg/Kg de

talidomida ininterruptamente durante 15 dias — 10 animais.

E importante salientar que os 10 animais do controle negativo
nio receberam qualquer tipo de tratamento e foram sacrificados
para andlises padrio de clinica, histologia e andlises sorolégicas
normais. Os demais foram divididos em trés grupos como mostrado

anteriormente e sacrificados no 15° dia pés-indugio da EAE.

2.2 INDUCAO EAE

As medulas espinhais de cobaia (GPSC) e a cepa de
Mycobacterium tuberculosis (ATCC H37 RA, Difco, Detroit, MI)
utilizadas para inducdo da EAE foram gentilmente cedidas pela Dra.
Thereza Fonseca Quirico do Santos da UFE.

Para preparar a emulsio antigénica completa (GPSC-CFA)
foram feitas homogeneiza¢ées de uma parte de macerado de
GPSC em duas partes de Adjuvante Incompleto de Freund (IFA)
acrescido de 4 mg de Mycobacterium tuberculosis (MBT H37 RA,
Difco, Detroit, MI) por mililitro de adjuvante, formando assim o
Adjuvante Completo de Freund (CFA).

A emulsio foi preparada i temperatura ambiente, através

da aspiragio e ejecdo continuada dos componentes por
aproximadamente 20 minutos e foi considerada pronta quando ao
se pingar uma gota sobre a dgua esta se mantinha integra. Foram
utilizados frascos e seringas pldsticas estéreis e agulhas 25 x 12 mm.
Seu preparo aconteceu imediatamente antes do uso’

Os animais foram inoculados 100L de emulsio antigénica,
sendo injetadas no coxim plantar da pata traseira e feita & marcagio
auricular dos grupos. Depois da inoculagio os animais foram
observados diariamente por duas horas por um periodo de 15 dias

ininterruptos e os sinais clinicos foram registrados '*'°.

2.3 TRATAMENTO APOS A INDUCAO DE EAE

Apés a indugio da EAE os animais foram tratados durante 15
dias ininterruptos com talidomida sobre condi¢des assépticas. Os
ratos receberam injegdes subcutineas com 30 mg/Kg de talidomida
(Grunenthal GMBH, Stolberg, Alemanha). A talidomida foi
dissolvida em dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) e salina estéril com concentragio final de 90mg/mL. A
concentragio final de DMSO foi de 2% .

2.4 AVALIACAO CLINICA

Depois da inoculagio os animais foram observados diariamente

por duas horas por um periodo de 15 dias ininterruptos e os sinais
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clinicos foram registrados de acordo com LEADBETTER (1998) e
MOHAMED et al (2004). (Quadro 1)

ESCORE SINAIS CLINICOS
0 SADIO
1 PERDA DE TONUS DA CAUDA
2 PARALISIA PARCIAL MEMBROS POSTERIORES
3 PARALISIA SEVERA MEMBROS POSTERIORES
4 TETRAPLEGIA
5 MORTE

Quadro I: Escore clinico dos ratos Lewis com EAE.

2.5 OBTENCAO DE PLASMA E DE TECIDO NERVOSO

Os animais foram eutanasiados no 15° dia do experimento com
sobredose de anestesia com xilasina (20mg/Kg) e quetamina (50
mg/kg). As amostras de sangue foram obtidas por pungio cardiaca
e o plasma isolado foi aliquotado em microtubos tipo “eppendorf”
e imediatamente armazenados em “freezer” a =70°C para posterior
andlise das moléculas imunomoduladoras.

O encéfalo e a medula espinhal foram dissecados fixados em
formol tamponado a 10% (4g de fosfato de sédio monobdsico, 6,5
g de fosfato de sédio dibdsico, 100mL de formol PA ¢ 900 mL de
4dgua destilada).

As amostras do SNC foram desidratados em concentragdes
crescentes de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 hora
cada, sendo feitos 3 banhos em dlcool absoluto. Posteriormente,
foram clarificados em 3 banhos em xilol de 1 hora cada e finalmente
feita & impregnacio em parafina em estufa a 58°C ¢ a inclusio na
parafina a temperatura ambiente. Os blocos foram entio cortados
em micrétono modelo ”820” Spencer com espessura de 6m para
coloragoes de hematoxilina — eosina ¢ Hematoxilina Férrica de

Weigert — Pal — Russel.

2.6 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

O material obtido do SNC foi submetido a processamento
histopatolégico de rotina e corados pela H.e. A andlise
histopatolégica foi feita em ensaio duplo cego por 2 diferentes
patologistas e fotomicrografias foram feitas usando equipamento

Carl Zeiss (Alemanha).

2.6.1 COLORACAO PELA HEMATOXILINA
FERRICA DE WEIGERT — PAL — RUSSEL

Esta técnica utilizada para visualizagio geral do tecido nervoso

e principalmente da bainha de mielina. Nesta coloragio a bainha ¢é
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corada em azul-negro, as células nervosas em variagoes de amarelo-
palha a cinzento, os nucléolos e os eritrécitos em negro e o fundo
incolor.

Apés desparafinar as liminas, estas foram lavadas em dgua
corrente por 3 minutos e tratadas em solugio aquosa de sulfato
férrico amoniacal a 4% por 3 minutos. Apds esse procedimento
foram lavadas rapidamente em dgua corrente e em seguida coradas
pela hematoxilina férrica de Weigert — Pal — Russel (Hematoxilina a
10% em 4lcool absoluto 20 mL, carbonato de litio 1g em 80 mL de
dgua corrente) por 15 minutos. As laminas foram lavadas por vdrias

passagens em 4gua corrente, secas ¢ montadas.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Dados foram expressos em média e + desvio padrio e analise
estatistica realizada pelo programa Graphpad Instat e o teste de
Dunn’s com Kruskal — Wallis utilizado, sendo considerado nivel de

significAncia P<0,05
3 RESULTADOS

3.1 CURSO CLINICO DA EAE

Os 30 ratos utilizados foram acompanhados clinicamente
durante todo o experimento. Os grupos se comportaram de maneira
diferente durante a realizagao do experimento. Para o grupo controle
foram utilizados dez ratos e em nenhum momento foi observado
qualquer sinal clinico neurolégico da EAE, tais como perda do ténus
da calda (escore 1), paralisia parcial dos membros posteriores (escore
2), paralisia severa dos membros posteriores (escore 3), tetraplegia
e animais moribundos (escore 4) ou morte dos animais (escore 5).

Os ratos Lewis inoculados com GPSC — CFA comegaram
a apresentar os sintomas da EAE em torno do sexto dia apés a
inoculagio. Neste estdgio dois animais apresentavam flacidez e
atonia caudal (escore 1). No oitavo dia apés a indugio todos os
animais j4 apresentavam queda da cauda (escore 1), porém a maioria
dos animais ainda apresentavam os movimentos dos membros
anteriores ¢ posteriores preservados exceto um animal com paralisia
parcial dos membros posteriores (escore 2). Em torno do 10° dia
pés inoculagio os animais apresentavam-se agitados e com certa
dificuldade de movimentar-se. Neste dia sete animais apresentavam
paralisia parcial de membros posteriores (escore 2) e dois animais
j4 apresentavam paralisia severa de membros posteriores (escore
3). Do 13° ao 14° dia de experimento os animais continuavam
todos com sintomas da EAE, sendo que, sete animais apresentavam
paralisia severa dos membros posteriores (escore 3), dois animais

apresentavam tetraplegia e estado moribundo (escore 4) e¢ um

animal paralisia parcial dos membros posteriores (escore 2) (gréfico
1). A tabela 1 representa o escore clinico da EAE no dia do sacrificio
dos animais, ou seja, no 15° dia pés-indugio da EAE.

Os animais inoculados com GPSC — CFA e tratados durante
os 15 dias por via subcutinea com 30 mg/Kg de talidomida
apresentaram resultados completamente diferentes do grupo
anterior. Apenas um animal (A) apresentou sintomas neurolégicos
da EAE. Sintoma este que se iniciou em torno do 7° dia com perda
de tonus da cauda (escore 1), passou a apresentar paralisia parcial
dos membros posteriores (escore 2) no 10° dia pés-inoculagio
e finalmente paralisia severa dos membros posteriores no dia do
sacrificio (15° dia pds-inoculagio) (tabela 1).

A tabela 1 mostra o escore clinico apresentado pelos dez animais
de Cada grupo no dia do sacrificio (15° dia pés-inoculagdo) e a
média do escore apresentada pelos animais dos grupos EAE, sem e

com tratamento.

MEDIA
15° dia
I/0 |00 |0 |O]|O |O|O|O|O ]| O

M]3 [3 13 [3 14 (3 |4 (3 |3 |2 ]| 3™
mj3 |0 [0 |0 |0 |0 |0 |O |O |O | 03

Tabela I: Efeito da talidomida no escore clinico da EAE no 15° dia pés-indugao.
*p<0,0001 entre o Grupo EAE e o Grupo Controle ¢ **p<0,001 entre grupo EAE e
grupo EAE + talidomida.

3.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA E IMUNO-
HISTOQUIMICA DO SNC DE RATOS COM EAE
TRATADOS COM TALIDOMIDA

Foram analisadas amostras de tecido de medula espinhal,
cérebro e cerebelo, de todos os animais do experimento, observando-
se as caracteristicas corticais particulares de cada 6rgio, bem como
as caracteristicas da substincia branca. Morfologia neuronal,
presenca e estrutura de fibras, celularidade do neurépilo, bem como
intensidade, localizacio e composicio de infiltrados inflamatdrios
foram os aspectos observados na avaliacao. A andlise histolégica das
amostras da substincia branca de todos os 6rgios do grupo controle,
coradas por hematoxilina e eosina (HE) revelou caracteristicas
compativeis com as descritas na literatura >

A avaliagio da substincia branca da medula espinhal do grupo
controle, coradas por HE revelou neurdpilo tipico, com grande
emaranhado de prolongamentos celulares gliais e provenientes de
corpos de neur6nios das dreas corticais. Em meio ao neurdpilo,
nicleos das células da neuroglia, com morfologia sugestiva de
astrdcitos, oligodendrocitos, intensamente basofilicos ¢ com halo
perinuclear resultante de vacuolizagio citoplasmdtica tipica do

processamento histoldgico, conferindo a estas células aparéncia
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semelhante a “ovo frito”. Nio foram constantemente identificadas na
extensdo dos cortes células com morfologia sugestiva de micrdglia,
normalmente menos numerosas no parénquima cerebral normal no
animal controle (Figural).

As amostras do grupo EAE, coradas por HE, apresentaram em
diversas 4reas corticais e da substincia branca, intenso infiltrado
inflamatdrio perivascular, composto predominantemente por células
mononucleares, com nucleos redondos intensamente basofilicos e
citoplasma escasso. Associadas ao infiltrado, acimulos de células
com nucleo achatado fusiforme bem corado, associado & microgliose
(setas). O neurdpilo, especialmente na substincia branca medular,
apresentou esparsamento entre os prolongamentos e maior
celularidade glial quando comparado ao grupo controle (Figura 1).

A avaliagio das amostras provenientes do grupo tratado com
a talidomida apresentou ora dreas de reagio inflamatéria focal
escassa, com discreto infiltrado tecidual composto por células
mononucleares, ora auséncia de reacio inflamatéria. Em diversas
4reas foram observadas fibras mielinicas pouco numerosas, porém
bem estruturadas, envolvidas por neurépilo eosinofilico. (Figura 1).

A avaliagio da substincia branca do cérebro e cerebelo do
grupo controle, coradas por HE revelou muitas fibras mielinicas,
bem organizadas, em orientagées transversais e longitudinais, em
toda a extensio das amostras. Nos cortes transversais observa-se
mais facilmente axdnio central envolvido por estrutura mielinizada
delicada discretamente corada pela eosina. (Figura 1).

Para avaliago da bainha de mielina a coloragao de hematoxilina
férrica Weigert — Pal - Russell mostrou, nas amostras do grupo
controle, muitos envoltdrios em cor azul-negro bem estruturados,
por toda a extensdo dos cortes nas dreas de substancia branca. Tais
estruturas se tornaram facilmente visiveis devido ao contraste com o
neurépilo, incolor, ao fundo (Figura 2). No grupo EAE, as bainhas
mielinicas se apresentaram delicadas, irregulares, sendo ausentes
em diversas regiées nos campos focalizados (Figura 2). No grupo
talidomida foram observadas grande densidade de bainhas de mielina
orientadas de forma longitudinal e transversal, fortemente coradas
em azul (Figura 2). A marca¢do imuno-histoquimica demonstrou
uma intensa produgio de iNOS e TNF-alfa em amostras teciduais
obtidas do grupo de animais controle positivo que desenvolveu
a EAE. Os animais tratados com talidomida apresentaram uma
redugio acentuada da marcagio para estas moléculas avaliadas. O
estudo Imuno-histoquimico sugere que a talidomida foi capaz de
inibir 77 situ a produgao de iNOS- (Figura 3) e TNF-alfa- (Figura 4).

4 DISCUSSAO

A EAE representa um modelo clinico experimental para a

esclerose multipla, doenca desmielinizante e cronica do SNC dos
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homens, esta afeta principalmente adultos jovens do sexo feminino,
caracterizando-se por periodos de recaida e remissdo clinica que
provocam incapacitagbes tempordrias ou mesmo permanentes
6212529 Repeticoes dos surtos sdo caracteristicas marcantes desta
doenca. O termo esclerose multipla é decorrente das multiplas
dreas de cicatrizagdo (esclerose) que representam muitos focos
de desmielinizagio no sistema nervoso central. Como a doenga,
freqiientemente, piora lentamente no decorrer do tempo, os
individuos afetados apresentam periodos de satde relativamente
normal (remissdes) alternados com periodos de exacerbagoes®.
Estudos de ressonincia magnética nuclear mostraram que dreas
novas e recorrentes de inflamagoes e desmielinizagbes continuam a
ocorrer mesmo durante os periodos de remissoes clinicas, indicando

%, Os estudos nas dreas de

uma atividade continua da doenca
imunologia e patologia de pacientes com EM, sustentam a hipdtese
de que o evento central no inicio das lesées seria orquestrado por
linfécitos T CD4+ auto-reativos pois penetram no parénquima
cerebral atravessando a barreira hematoencefilica e apés contato com
os antigenos, desencadeiam uma cascata de eventos que culminard
com a formacio de placas desmielinizantes agudas '

A EAE nos ratos Lewis, apesar de apresentar poucas
desmielinizacbes e ser uma doenga monofdsica aguda, é um
importante modelo da EM 4. Nesta doenca autoimune do sistema
nervoso central células T apresentam severa reatividade contra
proteinas da bainha de mielina, incluindo a proteina bdsica de
mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP) e glicoproteina
oligodendrécito da mielina (MOG)'™. A EM apresenta lesoes
desmielinizantes principalmente provocadas por linfécitos Th1, com
altos niveis de IFN-Y e potente ativagio de macréfagos % .

Os sinais clinicos desenvolvidos pelos animais com EAE durante
os experimentos mostraram um curso semelhante ao descrito na
literatura: perda de tonicidade da cauda, paralisia da cauda, perda
de movimentos parciais de membros posteriores, paralisia total dos
membros posteriores e até tetraplegia e estado moribundo . Os
animais nio apresentaram, pelo menos até o 15° dia, nenhum ébito,
como ¢ descrito por alguns autores na inducdo da EAE'® . Em nosso
trabalho, os animais do grupo EAE iniciaram os sintomas em torno
do sexto e sétimos dias, semelhante ao mostrado na literatura 3>
Apresentando queda de to6nus da cauda e uma evolugao progressiva
dos sintomas evoluindo na sua maioria para paralisia severa dos
movimentos dos membros posteriores (sete animais) a até tetraplegia
e estado moribundo (dois animais) em torno do 15° dia. Salientando
ainda que todos os animais (n=10) apresentaram sintomas da EAE.
Na fase final do curso clinico (15° dia) os animais apresentaram
um escore clinico médio (3,1) compativel com paralisia severa dos
membros posteriores.

Existe uma relagio estreita entre severidade da doenca e ruptura

de integridade da barreira hematoencefélica levando a um aumento
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do infiltrado mononuclear no SNC e edema associado *. Com a
finalidade de investigar o desenvolvimento da reacdo inflamatéria
e o processo de desmielinizagio do SNC foram feitas coloracoes
histolégicas com HE e hematoxilina férrica de Weigert — Pal —
Russell em amostra de cérebro e medula espinhal.

O estudo histopatoldgico os animais do grupo EAE apresentaram
intyenso infiltrado inflamatério mononuclear no cérebro e
principalmente na medula espinhal. Estes dados corroboram com
achados da literatura citados anteriormente na literatura '¢2, O
tratamento com talidomida promoveu uma redugio do infiltrado
inflamatério mononuclear no cérebro e na medula de ratos Lewis
com EAE quando comparado com os achados dos animais do
grupo EAE. , Achados semelhantes foram observados no estudo
com sinonemina ¥ e nos animais Knock out (KO) para TNF-a
- Nos animais KO para TNF-O as 4reas de desmielinizagoes
préximas aos infiltrados foram significantemente menores que nos
animais controle que apresentavam muitas dreas desmielinizadas,
principalmente na medula espinhal °

Desmielinizagbes estdo presentes tanto no cérebro quanto
na medula espinhal de ratos Lewis com EAE °, e estas dreas
desmielinizadas estio normalmente préximas a presenca de

infiltrados inflamatérios >1¢3°

. Estas 4reas de desmielinizacoes estiao
presentes ndo somente em ratos Lewis >3 como também em outros
animais como camundongos C57Bl/6 e SJL %

Em nosso trabalho utilizamos coloragio de hematoxilina
férrica de Weigert — Pal — Russell para analisar a integridade das
fibras mielinicas. Foram evidenciadas 4reas de desmielinizacoes na
substancia branca da medula espinhal dos animais com a EAE no
15° dia da doenga, em contraste com a integridade das bainhas de
mielina na medula espinhal dos animais controle negativo. Também
foram demostrados em animais tratados com talidomida uma maior
integridade dessas bainhas. Isto mostra, um provédvel efeito protetor
desta droga em relagio aos mecanismos desmielinizantes da EAE.

A importincia da resposta Thl, infilerado inflamatério
e desmielinizacoes também foram evidenciados nos estudos
de STUVE e colaboradores (2006). Foram observados que
camundongos SJL/] com EAE induzida por MBP apresentavam
elevados niveis de IFN- y, TNF- @, grande infiltrado inflamatério
(HE) e 4reas de desmielinizagdo (Luxol faz blue) no cérebro e medula
espinhal. Quando realizaram tratamentos destes animais com
acetato de glatiramer (COPOLIMERO) associado 4 atorvastatina
houve redu¢io dos niveis de IFN-y, TNF-a e elevagio dos niveis
de IL-4 ¢ IL-10 (resposta Th2), redugio do infiltrado inflamatério
mononuclear e poucas 4reas de desmielinizacoes na medula espinhal.

Os dados do estudo histopatolégico demonstram uma
correlagio entre a intensidade de desenvolvimento do processo

inflamatério e presenca de dreas de desmielinizagao. Os resultados

de nosso estudo histopatolégico demonstram que a talidomida
foi significativamente eficaz em inibir o processo inflamatério e
processo de desmielinizagio.

H4 dados relevantes também quando sio comparados os achados
histopatoldgicos , imuno-histoquimicos e o escore clinico, visto
que ocorreu uma correlagio entre escore clinico elevado, infiltrado
inflamatério bem desenvolvido no SNC e 4reas de desmielinizagio.
Em nosso experimento, o fato de apenas um animal tratado com
talidomida ter desenvolvido EAE certamente esti associado a
capacidade da talidomida de inibir o infiltrado inflamatério e a
desmielinizacio. Adicionalmente, foi observada a reducio In-situ da
producio de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e fator de necrose
tumoral alfa ( TNF-alfa) em animais tratados com talidomida. Os
dados em conjunto suportam a hipétese de que a talidomida atua
inibindo a produgio destes mediadores inflamatérios sendo capaz
de alterar a evolugao da EAE em ratos Lewis modulando a resposta

inflamatéria e o processo de desmielinizacio.
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Figura 1: A: Corte histolgico da substincia branca do cerebelo do grupo controle.
Oligodendréglia disposta tipicamente entre fasciculos de axénios mielinizados (setas).
Coloragio HE. Aumento original 400X. B: Corte histolégico da substincia branca do
cerebelo do grupo talidomida. Fibras mielinicas bem definidas morfologicamente em
corte longitudinal e oligodendréglia associada (setas), celularidade glial com morfologia
sugestiva de micréglia (setas azuis). Coloragio HE. Aumento original 400X.
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Figura 2: Marcagdo histoquimica para bainha de mielina. A: Corte histolégico da
substancia branca da medula espinhal do grupo controle apresentando bainhas de mielina
dispostas na orientagdo longitudinal em sua maioria em cor azul-negro contrastando com
o neurépilo incolor ao fundo. Em detalhe: nédulos de Ranvier (setas azuis). Aumento
1000X. Coloragio Hematoxilina férrica - Weigert. Aumento original 400X.. D: Corte
histolégico da substancia branca da medula espinhal do grupo talidomida apresentando
numerosas bainhas de mielina em orientagio longitudinal coradas em azul-negro.
Coloragao Hematoxilina férrica - Weigert. Aumento original 400X.
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Figura 3: Marcagio Imuno histoquimica oxido nitrico sintase iNOS. A: Corte
histolégico da substancia branca da medula espinhal do grupo controle demonstrando
intensa marcagio positiva para iINOS difusamente distribuida. Aumento original
400X. B: Corte histolégico da substincia branca da medula espinhal do grupo tratado
demonstrando imunomarcagio positiva para iNOS localizada em grupos de células.
Aumento original 400X.

Figura 3: Marcagio Imuno histoquimica para TNF-a A: Corte histolégico da substancia branca da medula espinhal do grupo controle apresentando imuno-marcagio positiva para
TNF-a intensa e difusamente distribuida. Aumento original 400X. B: Corte histolégico da substincia branca da medula espinhal do grupo tratado mostrando leve imuno-marcagao
positiva para TNF-a . Aumento original 400X.
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