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RESUMO 

 

 

A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica e 

progressiva, a qual desencadeia desmielinização no sistema nervoso 

central (SNC). Apesar dos grandes avanços observados nas últimas 

décadas quanto aos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e 

controle da EM, nenhum tratamento completamente seguro e eficaz 

surgiu até o presente momento. Estudos prévios demonstraram que os 

níveis de cininas, assim como a expressão dos seus respectivos 

receptores B1 e B2 encontram-se aumentados em pacientes com EM. No 

entanto, os mecanismos pelos quais os receptores de cininas regulam o 

desenvolvimento da EM não foram totalmente elucidados. Neste 

sentido, o presente estudo tem como objetivo investigar o papel 

desempenhado pelos receptores de cininas na modulação da 

encefalomielite autoimune experimental (EAE), o modelo clássico de 

EM. A EAE foi induzida em camundongos C57BL/6 fêmeas com 

inoculação de glicoproteína de mielina do oligodendrócitos (MOG35-55), 

associado com adjuvante incompleto de Freund (CFA), suplementado 

com Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra. Além disso, cada animal 

recebeu toxina pertussis por via intraperitoneal no dia 0 e dia 2. Neste 

modelo experimental, até o sétimo dia após a imunização, os linfócitos 

T reativos à MOG acumulam-se nos linfonodos inguinais. Entre os dias 

10-12 surgem os primeiros sinais clínicos relacionados à doença, os 

quais atingem escore máximo entre os dias 15-18 após a imunização. 

Por esta razão durante o desenvolvimento deste trabalho definimos os 

dias 0-7 como a fase de indução da EAE, os dias 7-15 como fase aguda 

e por fim os dias 15-25 como a fase crônica da doença. O presente 

estudo demonstrou que o bloqueio dos receptores B1, tanto pelo 

tratamento farmacológico com o antagonista seletivo para o B1R - des-

arg
9
-[leu

8
]-bradicinina (DALBK, 50 nmol/kg, i.p.) como em animais 

nocautes (B1R
-/-

), na fase de indução da EAE inibiu o desenvolvimento 

da doença por interferir com o surgimento da resposta imunológica 

periférica. De maneira significativa, o bloqueio do B1R inibiu a 

hiperalgesia mecânica induzida pela EAE durante os 14 dias após a 

imunização. Além disso, a administração do antagonista seletivo para o 

receptor B1 (DALBK) durante a fase de indução inibiu a produção e a 

expressão de citocinas e de fatores de transcrição relacionados com os 

linfócitos Th1 e Th17, tanto em órgãos periféricos como no SNC. 

Durante a fase crônica da EAE, o tratamento com o antagonista seletivo 

para o B1R (DALBK, 50 nmol/kg, i.p.) foi capaz de reduzir 



significantemente a progressão da doença. O tratamento com o 

antagonista seletivo para o B1R (DALBK), assim como o antagonista 

seletivo para o B2R (HOE-140) inibiu de maneira significativa a 

produção e a expressão de mediadores pró-inflamatórios em cultura 

primária de astrócitos estimulados com IFN-γ. De maneira interessante, 

a administração do agonista seletivo para o receptor B1 (des-arg
9
- 

bradicinina, DABK, 300 nmol/kg, i.p.), durante a fase aguda da EAE 

bloqueou a instalação da doença e inibiu o aumento da permeabilidade 

da barreira hemato-encefálica (BHE) e conseqüentemente a 

neuroinflamação. Já o bloqueio do receptor B2 (antagonista HOE-140, 

150 nmol/kg, i.p. e animal nocaute B2R
-/-

) durante todos os períodos de 

análises causou inibição parcial no desenvolvimento da EAE. Em 

resumo, nossos resultados sugerem que os receptores de cininas, 

principalmente o subtipo B1R apresenta um papel dual na progressão da 

EAE, dependendo da fase de tratamento, através da inibição dos 

linfócitos T auto-reativos e das células gliais.   

 

Palavras-chave: Autoimunidade. Neuroinflamação. Esclerose Múltipla. 

Desmielinização. Receptor B1 e B2 de bradicinina. 



 

ABSTRACT 

 

 

Multiple sclerosis (MS) is the most common progressive, 

inflammatory and demyelinating disease of the central nervous system 

(CNS). Despite the great progress observed in the last decades on the 

mechanisms underlying the control of MS, no effective and safe 

therapies have emerged so far. The expression of kinins is increased in 

MS patients, but the underlying mechanisms by which the kinin receptor 

regulates MS development have not been elucidated. Here we 

investigated the role played by kinin receptors in the modulation of 

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), analyzing the 

preventive and therapeutic effects of the selective blockade of kinin 

receptors in conjugation with gene deletion for both kinin B1 and B2 

receptor. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was 

induced in female C57BL/6 mice by immunization with MOG35-55 

peptide emulsified in complete Freund's adjuvant (CFA) and injected 

with pertussis toxin on day 0 and day 2. By using this protocol, MOG-

reactive T cells begin to accumulate in regional lymph nodes on day 7, 

and mice begin to develop clinical signs between days 10 and 12, with a 

peak at around day 17. Therefore, we defined days 0 to 7 as the 

induction phase, days 7-15 as the acute phase and days 15-25 as the 

chronic phase of the disease. In this present study, we report that 

blockade of the B1R in the induction phase of EAE markedly suppressed 

its progression by interfering with the onset of the immune response. 

Furthermore, B1R antagonist suppressed the production/expression of 

antigen-specific Th1 and Th17 cytokines and transcription factors, both 

in the periphery and in the CNS. Notably, in the chronic phase of EAE, 

the blockade of B1R consistently impaired the clinical progression of 

EAE. In marked contrast, administration of the B1R agonist in the acute 

phase of EAE suppressed disease progression and inhibited the increase 

in permeability of the blood-brain barrier (BBB) and further CNS 

inflammation. Of note, blockade of the B2R only showed a moderate 

impact on all of the studied parameters of EAE progression. Our results 

strongly suggest that kinin receptors, mainly the B1R subtype, play a 

dual role in EAE progression depending on the phase of treatment 

through the lymphocytes and glial cell-dependent pathways. 

 

Keywords: Autoimmunity. Neuroinflammation. Multiple sclerosis. 

Demyelination. Bradykinin B1 and B2 receptors. 
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1 INTRODUÇÃO 

O termo “esclerose” deriva do termo grego que significa 

cicatrização ou rigidez, no caso da Esclerose Múltipla (EM) nas áreas 

onde foi destruída a mielina no SNC; enquanto que “múltipla” refere-se 

à condição do número de vezes que se repete a esclerose (Sospedra e 

Martin, 2005). 

A EM foi descrita pela primeira vez em 1869 por Jean-Martin 

Charcot como sendo uma doença neurológica. Esta conclusão foi 

baseada, no fato de que células inflamatórias foram encontradas 

acumuladas na região perivascular, dentro da substância branca do 

cérebro e da medula espinhal dos pacientes com disfunção neurológica 

(Mcfarland e Martin, 2007). Por esta razão esta patologia foi 

denominada esclerose em placas disseminadas ou esclerose múltipla. 

Além disso, em 1878, Luis Ranvier descobriu a mielina, um 

revestimento multilamelar glicoprotéico que envolve o axônio no 

sistema nervoso central (SNC) por projeções de oligondendrócitos e no 

sistema nervoso periférico (SNP) pelas células de Schwann, e descreveu 

sua importância no mecanismo de transmissão de sinal do tipo saltatória 

ao longo dos neurônios (Waxman e Ritchie, 1985; Wingerchuk et al., 

2001).  

Passados 125 anos da sua descrição original, atualmente a EM é 

definida como uma doença inflamatória crônica auto-imune, que causa 

neuroinflamação e desmielinização no SNC, de etiologia ainda 

indeterminada, com prevalência e incidência bastante variadas. A EM é 

ainda caracterizada pela destruição da bainha de mielina, perda de 

oligodendrócitos, gliose e lesão axonal, sendo que as lesões aparecem 

como placas desmielinizantes na substância branca (Al-Omaishi et al., 

1999) (Figura 1). Conseqüentemente, o processo de desmielinização 

produz alteração na condução saltatória das vias mielinizadas normais, 

determinando redução da densidade dos canais de sódio internodais com 

5 a 10% de inibição na propagação do impulso nervoso (Scolding e 

Franklin, 1998). 

 

1.1 Epidemiologia e etiologia da EM 
 

A EM acomete, principalmente, indivíduos brancos, na faixa 

etária entre 20 e 40 anos e com forte predomínio sobre o sexo feminino, 

afetando aproximadamente 2,5 milhões de indivíduos em todo o mundo 

(Lublin e Reingold, 1996).  
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Figura 1. Ilustração da área de desmielinização no SNC, reação crônica 

associada com o surgimento e manutenção dos sintomas da EM. 
Imagem adaptada de http:// esclerosemultipla.wordpress.com 

 

Na distribuição mundial a incidência da EM está relacionada 

com determinados grupos étnicos bem como com a região específica do 

globo terrestre habitada por estes grupos, conforme ilustrado na Figura 

2. Considera-se a distribuição mundial da EM praticamente delimitada 

em três áreas de freqüência ou risco: área de alto risco: com prevalência 

maior de 30 casos para 100 mil habitantes, região esta que abrange o 

norte da Europa, norte dos EUA, sul do Canadá, Nova Zelândia e sul da 

Austrália. Área de média frequência, com 5 a 25 portadores para 100 

mil habitantes e área de baixa prevalência, com menos de cinco casos 

para cada 100 mil habitantes, as quais abrangem a Ásia, América Latina 

e aproximadamente toda a África. No Brasil, calcula-se que a 

prevalência da doença seja da ordem de 10 casos para cada 100 mil 

habitantes, sendo desta forma considerado um país com média 

incidência de pacientes com EM (Morales et al., 2006) (Figura 2). 
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Figura 2. Distribuição mundial da incidência de EM nos diferentes 

continentes. Imagem adaptada de http://www.hendess.net/ms 

 

Segundo alguns estudos, os fatores genéticos contribuem na 

distribuição da EM e têm intrigado neurologistas há mais de um século. 

Embora um padrão de hereditariedade não tenha sido encontrado 

(Baranzini et al., 2010), estudos epidemiológicos reforçam a hipótese de 

que existe uma maior susceptibilidade genética entre caucasianos, 

principalmente os do norte da Europa e entre seus descendentes 

americanos, canadenses, australianos, e sul-africanos. No entanto, a EM 

é considerada baixa nos povos asiáticos, assim como na população negra 

da África e nos países da América do Sul (Wingerchuk et al., 2001; 

Morales et al., 2006) (Figura 1). No entanto, um recente estudo realizou 

um mapeamento genético de gêmeos monozigóticos, nos quais um deles 

apresentava EM, enquanto que os outros dois irmãos não tinham a 

patologia. De forma bastante intrigante, os pesquisadores demonstram 

que os gêmeos não apresentam diferenças genéticas, epigenéticas ou do 

transcriptoma que pudesse explicar a discordância da doença. Por esta 

razão este trabalho apenas confirma a complexidade genética envolvida 

com o desenvolvimento da EM e corrobora com a idéia de que somente 

o mapeamento genético dos indivíduos não seja suficiente para diminuir 

a incidência de novos casos de EM.   

Além dos fatores genéticos e epidemiológicos, fatores externos, 

os quais incluem infecções virais tais como Epstein-Barr (Wandinger et 
al., 2000) e o vírus Herpes do tipo 6 (Moore e Wolfson, 2002), ou 
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bacterianas como Chlamydia pneumoniae (Sriram et al., 1999), estariam 

associadas ao surgimento dos primeiros sintomas. Dentre os fatores 

ambientais que potencialmente influenciam no desencadeamento da EM, 

destacam-se as variações hormonais, as quais podem contribuir ou 

mesmo induzir a doença (Coo e Aronson, 2004). O fato de que mulheres 

com EM superam o número de homens na proporção de 2:1 sugere que 

os hormônios femininos como, por exemplo, os níveis de progesterona 

ou até mesmo os níveis diminuídos de testosterona, tenham relevante 

importância neste contexto (Maccio et al., 2005; Sospedra e Martin, 

2005). Observações clínicas indicam que algumas doenças auto-imunes 

tais como EM e artrite reumatóide, freqüentemente sofrem remissão 

durante o período da gravidez, no entanto exacerbam ou têm seu início 

estabelecido no período pós-parto. Além disso, dados publicados 

sugerem que a administração oral de estriol (8 mg/dia) - um hormônio 

altamente produzido durante a gravidez - em mulheres não grávidas 

portadoras de EM, diminui a severidade da doença (Sicotte et al., 2002), 

o que poderia facilmente explicar os diferentes dados epidemiológicos 

entre os gêneros. No entanto, neste estudo os autores não investigaram o 

efeito deste hormônio em pacientes masculino portadores de EM.  

Outra explicação mais recente para o surgimento da EM, é que 

uma diminuição a exposição ao sol pode ser um fator crítico nos níveis 

de vitamina D, a qual está diretamente associada com a incidência da 

patologia (Hart et al., 2010). Além disso, evidências epidemiológicas, 

estudos pré-clínicos e clínicos têm demonstrado que o baixo nível sérico 

de vitamina D está diretamente relacionado a um aumento da incidência 

de EM, e que uma dieta suplementada com vitamina D pode prevenir o 

surgimento e/ou agravamento da EM. No entanto, o nível sérico 

adequado de vitamina D em pacientes com EM não é claro, porém 

diversos investigadores têm proposto que as concentrações séricas de 

vitamina D entre 75 e 100 nmol/L (30-40 ng/mL) são ideais para 

alcançar uma boa evolução clínica (Summerday et al., 2011). Estudos 

mais recentes demonstraram que a insuficiência e/ou deficiência nas 

concentrações fisiológicas de vitamina D parece afetar a diferenciação 

das células T, as quais podem alterar as respostas imunes celulares 

contra antígenos e patógenos associados com a etiologia da EM. A 

vitamina D também participa na ativação/diferenciação das células B, as 

quais têm sido amplamente implicadas nos processos neuroinflamatórios 

(Sellner et al., 2011). 
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1.2. Manifestações clínicas da EM 

 

A EM é uma doença complexa, caracterizada pelo 

desenvolvimento de inflamação em áreas da substância branca no SNC, 

seguido por um processo de destruição imunológica da bainha de 

mielina e redução dos oligondendrócitos (Goverman, 2009). 

Clinicamente, os sintomas da EM começam entre os 20 e 40 anos de 

idade em 70% dos indivíduos, sendo incomum iniciar antes dos 15 ou 

depois dos 50 anos de idade. Desta forma a EM é caracterizada como 

uma patologia neurológica que afeta pacientes jovens diferentemente 

dos principais distúrbios neurológicos que afetam principalmente os 

pacientes idosos como, Doença de Alzheimer e Mal de Parkinson (Glass 
et al., 2010).  

A perda de mielina interfere na transmissão dos impulsos 

nervosos produzindo os sintomas típicos da doença como, por exemplo, 

parestesias (dormências, formigamentos), fraqueza dos membros 

inferiores, dificuldade para caminhar, neurite óptica (turvação visual), 

visão dupla, perda de coordenação motora, desequilíbrio, tonturas, 

vertigem, tremores, dor, disfunções sexuais, distúrbios esfincterianos 

(alterações no controle da urina e fezes) e fadiga. Demência (distúrbio 

mais grave da memória e do comportamento), afasia (dificuldade de se 

expressar), convulsões, movimentos involuntários dos membros, 

cefaléia e dificuldade na deglutição, são menos comuns (Bjartmar e 

Trapp, 2001; Hafler, 2004; Kawakami et al., 2005; Goverman, 2009).  

Dados recentes demonstram que aproximadamente 65% dos 

pacientes com EM apresentam além dos sintomas motores, considerável 

déficit cognitivo, os quais incluem perda de memória e déficit de 

atenção, quase sempre associados à depressão e ansiedade (Engel et al., 
2007). Estes sintomas afetam fortemente a habilidade dos pacientes em 

trabalhar, assim como a sua qualidade de vida. No entanto, dados 

comportamentais relacionados à EM ainda são escassos na literatura, e 

por isso precisam e devem ser futuramente explorados.  

As principais formas clínicas da EM incluem: surto-remissão 

(SR) que atinge cerca de 70 - 80% dos pacientes, nos quais os surtos são 

de duração variável, seguido por períodos de remissão e com 

recuperação total ou parcial da atividade locomotora neste período. As 

manifestações sintomatológicas consistem de disfunção neurológica 

(exacerbação, relapso ou ataque) com períodos de estabilização ou 

melhora (remissão). No entanto a maioria dos pacientes com este tipo de 

EM evolui rapidamente para a forma progressiva secundária (PS), na 
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qual após a remissão dos surtos, os pacientes apresentam uma 

progressão da doença, com surtos longos e freqüentes seguidos por 

períodos de remissão curtos. Os surtos apresentam-se tipicamente com o 

desenvolvimento dos sintomas que excedem de horas a diversos dias, 

persistindo até por semanas, dissipando-se gradualmente, os quais são 

causados pelo tráfego de linfócitos T reativos aos antígenos de mielina 

no SNC causando uma resposta neuroinflamatória aguda com edema 

associado. A forma progressivo-primária (PP) inicia-se com uma 

progressão ascendente da doença, com ausência de surtos e remissões. A 

principal característica desta forma é que a doença tem uma progressão 

de anormalidades neurológicas lenta. Os sintomas mais comuns que se 

apresentam são: ataxia cerebelar e incontinência urinária. Por fim a 

progressiva-remissão (PR) a qual se caracteriza por progressão contínua 

da doença, porém com pequenos surtos claramente identificáveis 

podendo haver alguma recuperação (Frohman et al., 2006; Mcfarland e 

Martin, 2007). (Figura 3.) 

 

 

Figura 3. Ilustração esquemática das diferentes formas clínicas da EM. 
Progressiva – remissão, Progressiva – secundária, Progressiva – primária e 

surto – remissão. Figura adaptada de Lublin e Reingold (Lublin e Reingold, 

1996). 
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A EM é caracterizada por ser uma doença complexa de natureza 

inflamatória em áreas da substância branca no SNC, assim como 

desmielinização, astrogliose e variados graus de destruição de axônios e 

oligodendrócitos (Frohman et al., 2006; Mcfarland e Martin, 2007). A 

análise detalhada do tecido cerebral dos indivíduos com EM revelou 

múltiplas placas agudamente demarcadas na substância branca do SNC 

com uma preferência aos nervos óticos, a substância branca das regiões 

periventricular do cérebro e da medula espinhal. Dependendo do estágio 

da lesão e da destruição dos oligodendrócitos, as lesões podem ser 

caracterizadas como ativa inicial, ativa tardia ou crônica. É importante 

mencionar que com o passar dos anos, vários grupos têm demonstrado a 

importância dos componentes do sistema imune em sua patogenia 

(Sospedra e Martin, 2005). Dentre esses componentes, os linfócitos T 

CD4
+
 parecem ser de grande importância na gênese da doença. 

Entretanto, células como macrófagos, linfócitos B e T CD8, associadas à 

deposição de anticorpos e proteínas do sistema complemento parecem 

estar mais envolvidos nas lesões propriamente ditas (Rodriguez, 2007). 

Neste contexto, dados da literatura sugerem que a EM se inicia 

com a ativação e lesões mediadas por linfócitos T CD4
+
 e citocinas 

produzidos por estes, porém sendo que as células T citotóxicas 

amplificam e realmente medeiam essas lesões (Rivera-Quinones et al., 

1998; Neumann, 2003). Pacientes com EM ativa apresentam maior 

freqüência na periferia de células T CD8 específicas para proteínas de 

mielina. Além disso, dentro do SNC, essas células são encontradas tanto 

nas bordas das lesões como nas regiões perivasculares, enquanto as T 

CD4 são mais abundantes somente nas bordas das lesões (Crawford et 

al., 2004). Além disso, células fagocíticas do sistema imune inato como, 

por exemplo, os macrófagos também medeiam à destruição da bainha de 

mielina através da liberação de mediadores inflamatórios como fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α), além de radicais livres derivados do 

oxigênio, como o óxido nítrico (NO) (Mcfarland e Martin, 2007).   

 

1.3 Modelo experimental de EM 
  

Grande parte do conhecimento adquirido sobre a resposta 

imunológica na EM deve-se aos estudos desenvolvidos utilizando o 

modelo de encefalomielite autoimune (ou alérgica) experimental (EAE). 

O modelo de EAE surgiu no ano de 1933, após o interesse do Prof. 

Thomas M. Rivers em descobrir o motivo pelos quais pacientes que 

eram vacinados contra raiva pelo Prof. Louis Pasteur (ano de 1875), 
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invariavelmente não desenvolviam paralisia. O tratamento anti-rábico 

consistia em injetar, na pessoa infectada, medula de coelho com raiva, 

dissecada e triturada em solução salina glicerinada. A vacina permitiu a 

cura de muitos indivíduos, no entanto, foi identificado que um número 

significativo de pacientes desenvolvia uma paralisia, muitas vezes fatal, 

chamada de encefalomielite pós-vacinal. Por esta razão, a EAE passou a 

ser considerada um modelo experimental para o estudo dos possíveis 

mecanismos envolvidos nas doenças inflamatórias desmielinizantes de 

natureza autoimune como, por exemplo, a EM.  

A EAE manifesta-se por deficiência neurológica, 

histologicamente caracterizada por infiltração perivascular de células 

mononucleares no SNC e imunologicamente pela presença de resposta 

celular e humoral aos componentes da mielina. A doença pode ser 

induzida em linhagens susceptíveis de animais pela injeção 

intraperitoneal (i.p) ou subcutânea (s.c) de peptídeos purificados de 

diferentes componentes da bainha de mielina. Dentre os antígenos de 

mielina merecem destaque a proteína básica de mielina (MBP), 

proteolipoproteína (PLP), glicoproteína associada à mielina (MAG), 

glicoproteína de mielina dos oligodendrócitos (MOG) e peptídeos 

encefalitogênicos derivados desses antígenos conforme ilustrado na 

Figura 4. Importante definirmos aqui que para este tipo de indução dá-se 

o nome de imunização ativa.  

Na indução ativa da EAE, dois tipos de adjuvantes são 

comumente utilizados: o adjuvante incompleto de Freund (IFA), uma 

emulsão aquosa contendo o antígeno em óleo mineral e o adjuvante 

completo de Freund (CFA), contendo micobactérias mortas além dos 

mesmos componentes do IFA. Os adjuvantes interferem com os 

mecanismos de tolerância imunológica, retardam a destruição do 

antígeno, aumentando sua dispersão e proporcionam sua liberação 

gradativa e constante nos linfonodos periféricos. O componente 

micobacteriano presente no CFA parece ser de importância fundamental 

na indução da EAE ativa (Stromnes e Goverman, 2006). Além disso, a 

transferência de clones de linfócitos (T CD4
+
) sensibilizados a estes 

componentes também é capaz de induzir a doença em linhagens de 

roedores e algumas espécies de primatas, e para este tipo de imunização 

dá-se o nome de imunização passiva (Stromnes e Goverman, 2006). 

Ambos os procedimento induzem intensa ativação do sistema imune, 

produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, expansão de clones 

encefalitogênicos, rompimento da barreira hemato-encefálica (BHE) e 

conseqüentemente neuroinflamação. 
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Figura 4. Diferentes componentes antigênicos da bainha de mielina. 
PLP, proteolipoproteína; MAG, glicoproteína associada à mielina; MOG, 

glicoproteína de mielina dos oligodendrócitos; MBP, proteína básica de 

mielina. Figura adaptada de Hemmer et al. (Hemmer et al., 2002). 

 

Na EAE, a doença pode ser evidenciada através de diferentes 

sintomas, como paralisia de cauda e de patas traseiras (Figura 5). 

Entretanto, as formas clínicas da EAE podem variar de acordo com o 

protocolo de indução utilizado, ressaltando diferenças entre os modelos 

animais e a EM (Johns e Bernard, 1999; Bradl e Hohlfeld, 2003). A 

indução por MBP desenvolve a forma progressivo-primária da EAE e 

através de seqüências peptídicas do proteolipídeo PLP, observa-se a 

forma progressivo-secundária. A MBP é um dos principais 

componentes protéicos da mielina, correspondendo a 30% da mielina 

total, e está presente no SNP e no SNC. Algumas seqüências peptídicas 

são consideradas mais encefalitogênicas em alguns grupos de pacientes 

com EM (Bradl e Hohlfeld, 2003) como, por exemplo, algumas 

seqüências do MOG. O PLP é uma molécula hidrofóbica expressa 
exclusivamente no SNC, como uma proteína transmembrana (Simons et 

al., 2000).  

Várias razões contribuem para a utilização da EAE como um 

modelo de auto-imunidade antígeno-induzido: 1) foi desenvolvida 
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primeiramente em relação a outros modelos; 2) pode ser facilmente 

induzida em diversas espécies, as quais incluem camundongos, ratos e 

coelhos, cobaias e carneiros; 3) as manifestações clínicas, como 

paralisia e perda do tônus da cauda (em roedores) são facilmente 

perceptíveis para a maioria dos experimentadores; 4) a MBP, o auto-

antígeno primário da EAE, abundante nos tecidos do SNC, pode ser 

extraída e purificada com facilidade; 5) também poder ser induzida por 

outros antígenos, como o vírus da encefalomielite murina de Theiler ou 

o coronavírus JHM em camundongos BALB/c (Grigoriadis e 

Hadjigeorgiou, 2006). 

 

A 

 

B 

 
 

Figura 5. Fotografia ilustrativa dos animais durante o desenvolvimento 

da EAE. (A) Animais do grupo controle tratados apenas com salina. Cauda 

com tônus e patas posteriores normais; (B) Animais do grupo controle 

tratado com 200 µg de MOG35-55, 2 imunizações nos flancos traseiros, dia 

18 após imunização (18 dpi). Cauda com perda total do tônus e patas 

posteriores paralisadas.  

 

Nos últimos anos, os camundongos têm sido extremamente 

úteis para o estudo dos mecanismos envolvidos na patogênese da EAE. 

O modelo experimental utilizando camundongos é caracterizado tanto 

pela inflamação por células mononucleares quanto por desmielinização, 

características que se assemelham às da EM humana. Outra vantagem 

do uso de camundongos é a ampla variedade de linhagens disponíveis. 

Além disso, outra vantagem considerável é que algumas linhagens 

susceptíveis como a SJL/J e a PL/J não são resistentes à re-indução da 

doença. De forma importante é possível induzir surtos crônicos da EAE 

nestes animais obtendo um modelo que mais se assemelha à EM 

humana.  
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Outro modelo murino, o C57BL/6, tem sido amplamente 

utilizado para a indução de EAE crônica severa e sem surtos, 

especialmente quando se utiliza a proteína MOG (60 KDa) como 

indutora da doença. Apesar de muito menos abundante que a PLP, 

respondendo por 0,01%-0,05% das proteínas da mielina, a proteína 

MOG tem sido objeto de estudos que apóiam a possibilidade dela ser o 

antígeno-alvo primário no desenvolvimento da EM (Sospedra e Martin, 

2005). Esta proteína pertence à superfamília das imunoglobulinas e 

apresenta alta homologia entre roedores e humanos (cerca de 90%) 

sendo formada por uma seqüência de 218 aminoácidos (Johns e 

Bernard, 1999). Estudos demonstram que a seqüência 35-55 de 

aminoácidos seja o epítopos primário durante a resposta imune na EAE 

(Leadbetter et al., 1998). Entretanto, sua função no SNC permanece 

indefinida, embora alguns trabalhos tenham sugerido que essa proteína 

atue não somente como molécula de adesão e receptor celular, mas 

também como estabilizador dos micro-túbulos dos oligodendrócitos 

(Johns e Bernard, 1999). Dados preliminares demonstraram que 

pacientes com EM apresentam resposta de anticorpos anti-MOG mais 

expressiva quando comparado aos níveis de anti-PLP e anti-MBP 

(Haase et al., 2001). A tabela abaixo ilustra as seqüências 

encefalitogênicas das proteínas de mielina, assim como a 

susceptibilidade de algumas linhagens de roedores.   

 
Tabela 1. Seqüência de peptídeos indutores da EAE de acordo com a 

espécie, assim como as respectivas linhagens susceptíveis. 

 

Espécie MHC classe II Linhagem Antígeno 

Camundongo H-2u 

H-2b 

H-2b 

H-2g7 

H-2b 

H-2b 

H-2b 

- 

RT-11 

RT-11 

RT-11 

RT-11 

RT-11 

PL/J 

C57BL/6 

C3H.SW 

NOD/Lt 

SJL/J 

SJL/J e SWR/L 

SJL/J e SWR/L 

SWX/J 

Lewis 

Lewis 

Lewis 

Lewis 

Brown-Norway 

MOG35-55 

MOG35-55 

MOG35-55 

MOG35-55 

MOG92-106 

MBP87-89 

PLP139-151 

PLP178-191 

MOG1-218 

MOG92-106 

MOG35-55 

MOG1-20 

MOG1-125 

Rato 

Dados obtidos de Von Budingen et al. (Von Budingen et al., 2001). 
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A EAE induzida por MOG pode ser definida como uma doença 

crônica caracterizada por inflamação mediada por linfócitos T, B e por 

células fagocíticas, como os macrófagos. Os sinais clínicos podem 

aparecer em torno do dia 12 após a imunização, os quais podem 

progredir até o dia 20. Tem sido sugerido que células ativadas por MOG 

entram no SNC e ativam a microglia a secretar TNF-α, levando a 

indução de moléculas de adesão como, por exemplo, VCAM e ICAM. 

Essas moléculas de adesão facilitam o tráfego de células mononucleares 

através do endotélio (Stromnes e Goverman, 2006).  

 

1.4 Patogênese da EM, assim como do seu modelo experimental 

EAE 

 

Até recentemente acreditava-se que a EM, e o seu modelo 

experimental, era mediada por linfócitos CD4
+
 Th1, os quais necessitam 

da interleucina-12 (IL-12) para sua diferenciação, e são caracterizados 

pela secreção de interferon-gama (IFN-γ), IL-2 e TNF-α, através do 

fator de transcrição T-bet. Esta conclusão foi baseada em estudos 

prévios, os quais demonstraram que a administração de IFN-γ em 

pacientes com EM exacerba os sinais clínicos da doença. Além disso, o 

aumento da severidade clínica da doença está associado com aumento na 

produção de IFN-γ e IL-12 no SNC dos pacientes com EM. Neste 

contexto, o IFN-γ induz a expressão de MHC do tipo II no SNC, e 

conseqüentemente atraem macrófagos e monócitos, os quais se tornam 

ativados pela liberação dos mediadores pró-inflamatórios e que por fim, 

culmina com o surgimento da neuroinflamação e desmielinização dos 

axônios dos neurônios, assim como das manifestações clínicas da EAE e 

da EM. 

No entanto, diversas observações experimentais têm levado os 

pesquisadores a questionar este paradigma. Por exemplo, dados mais 

recentes demonstram que camundongos com deleção gênica (nocautes) 

para a IL-12, IFN-γ ou TNF-α desenvolvem a EAE clássica, enquanto 

que camundongos nocautes para a interleucina-23 (IL-23) são 

completamente resistentes ao surgimento da EAE. A IL-23 é uma 

citocina essencial para o desenvolvimento e maturação dos linfócitos 

CD4
+
 Th17. As células Th17 diferenciam-se na presença do fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β), IL-6 e IL-21, e produz 

elevados níveis de IL-17A e IL-7F, através do fator de transcrição do 

receptor órfão relacionado ao ácido retinóico gama (ROR-γT). Além 

disso, as células Th17 ainda têm a capacidade de induzir diretamente a 
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ativação de outros tipos celulares a produzirem mediadores pró-

inflamatórias como, por exemplo, metaloproteinases de matriz, fator 

estimulador de colônia macrófagos/granulócitos (GM-CSF), entre 

outros. Dados recentes demonstram que a transferência de linfócitos 

Th17 induz EAE mais severa quando comparada com a transferência de 

células Th1. Por esta razão, atualmente acredita-se que os linfócitos 

Th17 sejam as principais células envolvidas com o surgimento e 

manutenção das doenças auto-imunes no SNC como, por exemplo, a 

EM (Frohman et al., 2006; Mcfarland e Martin, 2007; Goverman, 2009).  

Vários fatores podem explicar os fenômenos de iniciação e de 

transmigração celular durante a EAE. De acordo com Goverman 

(Goverman, 2009), o processo de desmielinização inicia-se com a 

ativação de linfócitos CD4
+
 Th1 e Th17 pelas células dendríticas, as 

quais apresentam antígenos de mielina a estas células nos órgãos 

linfóides periféricos como, por exemplo, linfonodos e baço. Após a 

ativação periférica, estas células T auto-reativas entram no SNC 

cruzando a BHE pelo plexo coróide, auxiliada não somente pelo 

aumento da expressão de citocinas inflamatórias como também por 

moléculas de adesão, integrinas e receptores de quimiocinas expressos 

nas células endoteliais da BHE. Neste contexto, talvez as moléculas de 

adesão como as selectinas (E-, P-, e L-Selectinas) e as interações de 

integrinas VLA-4 (very late antigen-4) e LFA-1 (lymphocyte function-

associated antigen-1) sejam as mais importantes. Além disso, um dos 

mecanismos propostos para esta transmigração é que a ativação das 

células endoteliais da BHE através dos receptores de reconhecimento 

padrão como, os receptores do tipo Toll-4 (TLR4, Toll-like Receptor-4), 

induz alta expressão de P-selectinas, facilitando a transmigração das 

células T para dentro do SNC (Racke et al., 2005). E por fim, o 

engajamento de agonistas de TLRs em astrócitos é também capaz de 

aumentar a produção de IL-6 e outras quimiocinas, aumentando o 

recrutamento de células com potencial inflamatório para o SNC (Farina 

et al., 2005). Dentro do SNC, os antígenos de mielina, sobretudo a 

proteína básica da mielina (PBM) e a proteína mielodendrítica (MOG), 

são re-apresentados por astrócitos, macrófagos e células gliais aos 

linfócitos T, os quais em conjunto liberam mediadores inflamatórios 

solúveis que desencadeiam a desmielinização (Figura 6). Além disso, 

estes mediadores produzidos no SNC induzem aumento da 

permeabilidade vascular e uma maior infiltração celular, porém 

basicamente composta por células fagocíticas, como os 
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macrófagos/monócitos responsáveis por amplificar a resposta 

neuroinflamatória (Goverman, 2009).  

 

 
 

Figura 6. Patogênese da EAE. (1) Ativação dos linfócitos CD4
+
 Th1 e 

Th17 pelas células dendríticas nos órgãos linfóides periféricos, contra 

epítopos de mielina; (2) Migração das células auto-reativas aos antígenos de 

mielina para o SNC e entrada pelo plexo coróide; (3-5) Re-ativação dos 

linfócitos T contra os antígenos de mielina apresentados pelas células gliais 

e dendríticas; (6) Neuroinflamação com produção de citocinas e mediadores 

pró-inflamatórios contra a bainha de mielina com conseqüente 

desmielinização e liberação de antígenos de mielina. Figura adaptada de 

Goverman, J (Goverman, 2009). 

 

A produção de quimiocinas como a CXCL12 ou a CCL2, por 

células gliais como os astrócitos ou microglia, também possui papel 

importante na ativação e atração de células T encefalitogênicas para o 

SNC (Schreiber et al., 2007). O bloqueio de CCL19 e CCL21 ou de seu 

receptor CCR7 é capaz de diminuir o número de células T migrantes 
associadas às células endoteliais da BHE e conseqüentemente a 

inflamação no SNC (Engelhardt, 2006). Dados mais recentes 

demonstram que além destas quimiocinas, o eixo CCR6 – CCL20 regula 

a entrada de células Th17 reativas à MOG no SNC através do plexo 
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coróide (Reboldi et al., 2009). Estes resultados em conjunto indicam que 

a modulação destas quimiocinas representa importante alvo terapêutico 

para o surgimento de novos medicamentos para o tratamento da EM.    

Na EAE, assim como na EM, o surgimento de desmielinização 

e morte neuronal são mediados por uma série de fatores, sejam estes do 

sistema imune inato ou adaptativo como, por exemplo, células T CD4
+
 e 

citotóxicas T CD8
+
. Além disso, a produção excessiva de NO (óxido 

nítrico) por macrófagos ativados, assim como a presença de 

metaloproteinases (MMP, matrix metalloproteinase) são fatores 

fundamentais para a patogênese da EAE. Drogas como o antibiótico 

minociclina, a qual já é utilizada na prática médica, parece reduzir os 

níveis de MMP-9 diminuindo em conseqüência a severidade da EAE 

(Brundula et al., 2002). 

 

1.5 Tratamentos da EM e os novos alvos terapêuticos 
 

Atualmente não existe cura para a EM e dentre os 

medicamentos mais comuns utilizados para o tratamento da EM estão os 

interferons (IFNs). Existem dois tipos de IFNs: IFN-β1a (Rebif
®
, EMD 

Serono and Avonex
®

, Biogen) e IFN-β1b (Betaseron
®
, Bayer), os quais 

são administrados através de injeções subcutâneas ou intramusculares 

diárias. No entanto, a principal limitação existente na terapia com IFN-β 

é que aproximadamente 30 – 50% dos pacientes não respondem a esta 

terapia. Por esta razão, nestes casos é recomendado o uso do acetato de 

glatiramer (GA), comercialmente conhecido como Copaxone
®
 (TEVA 

Neuroscience). Esse medicamento é uma mistura de polipeptídios 

sintéticos composto de quatro aminoácidos (L- ácido glutâmico, L-

lisina, L-alanina e L-tirosina), que se assemelham à MBP e tem 

demonstrado ser eficaz na prevenção e supressão da EAE (Schrempf e 

Ziemssen, 2007).  

O tratamento com GA causa mudanças na freqüência e no 

padrão de secreção de citocinas/quimiocinas e na função efetora das 

células GA-T específicas in vivo, desta forma, induzindo células T 

regulatórias GA CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 específicas e estimulando a troca 

do perfil Th1/Th17 para Th2 com conseqüente, aumento na secreção de 

citocinas antiinflamatórias. Os linfócitos Th2, assim como as células 

Treg GA-reativas são capazes de migrar através da BHE e expressam 

citocinas antiinflamatórias como, por exemplo, IL-4, IL-10, TGF-β e IL-

5, as quais inibem a atividade das células Th1 e Th17 auto-agressivas. 

Além disso, células T-GA reativas secretam fatores neurotróficos como, 
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por exemplo, BDNF que poderão desencadear a re-mielinização axonal 

(Schrempf e Ziemssen, 2007). No entanto, o custo do Copaxone® é 

extremamente elevado, o que dificulta muito o acesso ao medicamento. 

Além disso, o tratamento medicamentoso geralmente está associado a 

outros tratamentos suporte como a fisioterapia, a psicologia, a 

fonoaudiologia, a terapia ocupacional, a fim de manter a qualidade de 

vida do paciente principalmente nos pacientes com seqüelas 

incapacitantes (Callegaro et al., 2002).  

No entanto, atualmente novas terapias estão sendo estudas em 

pacientes com EM, as quais merecem destaque os anticorpos 

monoclonais e as terapias orais. Anticorpos monoclonais (mAbs, na 

sigla em inglês) foram descritos pela primeira vez em 1975 pelos 

cientistas César Milstein e Georges Köhler (Kohler e Milstein, 1975). 

Estas moléculas são anticorpos produzidos por um único clone de um 

linfócito B parental, sendo, portanto, idênticos em relação às suas 

propriedades físico-químicas e biológicas. Estes anticorpos podem ser 

gerados em laboratório a fim de reconhecer e se ligar a qualquer 

antígeno de interesse. Dentre os anticorpos monoclonais testados e 

utilizados para o tratamento da EM destacam-se: natalizumab, aprovado 

para o tratamento da EM do tipo surto-remissão em 2004, o qual é um 

anticorpo monoclonal contra a molécula de adesão α4-integrina (Bosch 

et al., 2011) e que reduz a migração de leucócitos para o SNC de 

pacientes com EM, evitando assim o desenvolvimento de incapacidade 

neurológica permanente (Gunnarsson et al., 2011); rituximab, anticorpo 

monoclonal quimérico contra a proteína de superfície celular CD20, 

encontrada primariamente em linfócitos B. Clinicamente utilizado para 

o tratamento de linfomas, leucemias e rejeições a transplantes, assim 

como para a EM (Barten et al., 2011); alemtuzumab, anticorpo 

monoclonal humanizado contra a proteína de superfície celular CD52, a 

qual é altamente expressa em monócitos e linfócitos, e daclizumab, 

anticorpo monoclonal contra a proteína CD25, a qual estimula a 

produção e ativação das células CD56
bright

 natural killer (NK), e que nos 

pacientes com EM regulam negativamente os linfócitos CD4
+
 e CD8

+
 

(Barten et al., 2011).  

Em meio aos novos medicamentos orais aprovados para o 

tratamento da EM, merecem destaque: fingolimod (FTY720), aprovado 

recentemente pelo FDA (Setembro de 2010) para o tratamento da EM 

do tipo surto-remissão. FTY720 é um modulador do receptor de 

esfingosina-1 fosfato (S1P1), o qual é expresso, principalmente, em 

linfócitos e regula a migração destas células. A ligação do fingolimod 
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aos receptores S1P1 promove internalização irreversível destes 

receptores evitando assim a saídas dos linfócitos T auto-reativos dos 

órgãos linfóides secundários (Lopez-Diego e Weiner, 2008). Dados 

experimentais demonstraram que a administração do FTY720 inibe o 

desenvolvimento da EAE em roedores (Barten et al., 2011); cladribine, 

análogo nucleosídeo da adenosina, o qual inibe a síntese de DNA pela 

geração do 2-clorodeoxiadenosina trifosfato. O cladribine e seu 

metabólito inibem a ativação e diferenciação das células CD4
+
, CD8

+
 e 

linfócitos B, assim como regulam a produção de citocinas/auto-

anticorpos por estas células; laquinimod, nova droga que induz uma 

mudança no balanço entre as células Th1 e Th2, o que lhe confere a 

característica imunomoduladora, mas não imunossupressora; dimetil 

fumarato, inibidor do stress oxidativo e protetor dos axônios dos 

neurônios contra mediadores inflamatórios, e dalfampridine, 

bloqueador seletivo dos canais de potássio dependente de voltagem, o 

qual restaura a condução dos impulsos elétricos em axônios 

desmielinizados (Barten et al., 2011) (Figura 7). 

Além disso, estudos recentes têm relatado que o uso de 

canabinóides é uma relevante alternativa para o tratamento dos 

pacientes com EM (Bisogno e Di Marzo, 2010; Rossi et al., 2011; 

Zajicek e Apostu, 2011; Zhang et al., 2011). Por exemplo, a 

administração de Δ
9
-tetraidrocanabinol (Δ

9
-THC) em pacientes com EM 

induz melhora do humor, associada com a modulação da sensação 

dolorosa (Svendsen et al., 2004). Dados experimentais demonstraram 

que a administração de canabidiol (Kozela et al., 2011), um derivado 

canabinóide, assim como 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Lourbopoulos 

et al., 2011), um ligante endógeno do sistema canabinóide, inibem a 

neuroinflamação induzida pela EAE em camundongos. Em junho de 

2010, a Agência Regulatória de Medicamentos do Reino Unido 

licenciou a utilização do Sativex (Nabiximols), um medicamento em 

forma de spray contendo 2,7 mg de THC e 2,5 mg de canabidiol, para o 

tratamento de pacientes com EM. 

No entanto todas estas terapias supracitadas em sua grande 

totalidade estão associadas com graves efeitos adversos, sem alterar de 

forma seletiva e/ou efetiva o curso da doença. Por esta razão, o estudo 

sobre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da EM, para 

posterior identificação de novos alvos terapêuticos faz-se necessário. 

Neste sentido, o sistema calicreína-cinina, assim como a modulação 

farmacológica dos seus receptores podem constituir um alvo terapêutico 
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relevante para o controle da gênese, desenvolvimento e manutenção da 

EAE (conforme explanado abaixo).  

 

 
Figura 7. Imunopatogênese da EM, e os possíveis alvos terapêuticos. 

Destaque para as novas terapias utilizadas no tratamento da EM: FTY720, 

daclizumab, alemtuzumab, rituximab, natalizumab e minociclina. CTL, 

linfócito T citotóxico; MMPs, metaloproteinases; OGD, oligodendrócitos; 

NO, óxido nítrico; S1PR, receptor de esfingosina-1 fosfato. Figura adaptada 

de Lopez-Diego e Weiner (Lopez-Diego e Weiner, 2008). 
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1.6 Sistema calicreína-cinina e seus receptores 

 

A história da bradicinina iniciou-se em 1948 quando três 

pesquisadores brasileiros Professor Maurício Rocha e Silva, Wilson 

Teixeira Beraldo e Gastão Rosenfeld decidiram investigar as 

propriedades farmacológicas do veneno da jararaca. Inicialmente, os 

pesquisadores misturaram o veneno da serpente com sangue de 

cachorro, e em seguida testaram esta preparação em órgão isolado de 

cobaia. Como a substância em estudo deveria ser a histamina, os 

pesquisadores pretendiam visualizar uma contração da musculatura lisa, 

conforme indicavam as pesquisas em cobras australianas por 

pesquisadores australianos e ingleses. Porém, os resultados obtidos 

foram que a contração observada se dava de forma lenta, porém 

consistente, e se mantinha por alguns minutos, diferentemente da 

histamina. Além disso, antagonistas H1 da histamina e a atropina 

falharam em inibir a contração do órgão isolado após a adição do 

plasma de cão que recebeu o veneno da jararaca. Estes resultados 

levaram os autores a definir uma nova substância, que neste contexto foi 

denominada de bradicinina (bradys = lento, kinesis = movimento). A 

primeira comunicação sobre a descoberta, assinada por Rocha e Silva, 

Gastão Rosenfeld e Wilson Beraldo, saiu em 1949, no volume inaugural 

da revista Ciência e Cultura, e posteriormente em 1950 o trabalho 

completo foi publicado no American Journal of Physiology, com o título 

"Bradykinin, a hypotensive and smooth muscle stimulating factor 

released from plasma globulin by snake venoms and by trypsin". Em 

seguida, dados experimentais demonstraram que quatro 

metalopeptidases são responsáveis pelo metabolismo da BK como, por 

exemplo, a enzima conversora de angiotensina (ECA), também chamada 

de cininases II, aminopeptidases P (APP), endopeptidase neutra (NEP) e 

carboxipeptidases M e N (CPM, CPN), também conhecida como 

cininases I (Moreau et al., 2005).  

Uma importante contribuição derivada da descoberta de Beraldo 

e Rocha e Silva se devem ao pesquisador Sérgio Henrique Ferreira, que, 

juntamente com seus colaboradores, isolou, na década de 60, do veneno 

da jararaca, um princípio ativo capaz de intensificar a resposta à 

bradicinina e que foi denominado FPB (fator potenciador da 

bradicinina). O FPB é descrito como uma família de pequenos peptídeos 

presentes no veneno, os quais especificamente potenciam a atividade 

hipotensora da bradicinina (Ferreira, 1965; Ferreira e Rocha E Silva, 

1965; Amorim et al., 1967). A partir do veneno da jararaca, Sérgio 
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Ferreira chegou a uma substância capaz de inibir os agentes naturais do 

organismo que elevam a pressão arterial, chamados angiotensina I e II, 

ao mesmo tempo em que prolongam o efeito hipotensor da bradicinina. 

Além disso, neste mesmo contexto o cientista inglês John Vane, e sua 

equipe, mostraram que a enzima conversora de angiotensina chamada 

ACE, é responsável pela formação de angiotensina II (que causa 

hipertensão arterial). Desde essa época, essa enzima passou a ser o alvo 

da indústria farmacêutica para a obtenção de drogas anti-hipertensivas. 

Por esta razão, John Vane e sua equipe utilizaram substâncias extraídas 

do veneno da jararaca para descobrir os primeiros anti-hipertensivos 

naturais. Atualmente sabe-se que o captopril atua inibindo a enzima 

cininases II ou enzima conversora da angiotensina, a qual catalisa tanto 

a síntese de angiotensina II, a mais potente substância pressora 

conhecida, quanto à destruição da bradicinina, o mais potente 

vasodilatador (Bakhle, 1968; Bakhle et al., 1969). 

O sistema calicreína-cinina consiste do precursor cininogênio, 

das enzimas proteolíticas calicreínas, dos peptídeos de cininas e de dois 

receptores acoplados a proteína-G, receptor B1 e B2. Os peptídeos 

cininérgicos incluem a bradicinina (BK, Arg-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-

Arg), calidina, T-cininas (este último apenas em ratos), assim como os 

seus metabólitos ativos, a des-Arg-bradicinina, Lys-BK e Met-Lys-BK, 

os quais circulam em baixas concentrações no plasma e são rapidamente 

degradados em cerca de 20 segundos por um grupo de peptidases 

conhecidas por cininases (Regoli e Barabe, 1980; Steranka et al., 1988; 

Drapeau et al., 1991; Wirth, Breipohl et al., 1991; Wirth, Hock et al., 
1991; Adam et al., 2000). 

Os cininogênios são glicoproteínas precursoras dos peptídeos de 

cininas e são divididos em: cininogênios de alto e baixo peso molecular, 

os quais contêm a seqüência de cininas em sua porção média. Em 

humanos e em muitos mamíferos, o termo “cininas” refere-se ao 

nonapeptídeo BK, e ao decapeptídeo calidina (Lys-BK), e seus 

metabólitos des-Arg carboxi-terminais. Nos humanos, a calicreína 

plasmática forma a BK, a partir de cininogênio de alto peso molecular, 

enquanto que a calicreína tecidual forma calidina a partir do cininogênio 

de alto e baixo peso molecular. Além disso, a calicreína plasmática 

forma BK, enquanto que a tecidual forma BK e DALBK (Regoli e 

Barabe, 1980; Calixto et al., 2000; Calixto et al., 2001; Campbell, 2003) 

(Figura 8). 
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Figura 8. Esquema ilustrativo do sistema calicreína-cinina, englobando 

a síntese das cininas a partir da fração α2-globulina (cininogênios), a 

degradação pelas cininases I e II, e os receptores B1 e B2. BK e calidina 

agonistas dos receptores B2; des-Arg-BK e des-Arg-calidina agonistas dos 

receptores B1. HOE 140 e des-Arg-Leu-BK antagonista dos receptores B2 e 

B1, respectivamente. Imagem adaptada de http://www.mashpedia.com.br  

    

As cininas são responsáveis por diversos efeitos fisiológicos, 

como, por exemplo, controle da pressão arterial, contração e 

relaxamento da musculatura lisa, permeabilidade vascular e controlam 

os mecanismos de transmissão da dor (Regoli e Barabe, 1980; Proud e 

Kaplan, 1988; Ahluwalia e Perretti, 1999; Calixto et al., 2000; Calixto 

et al., 2001; Couture et al., 2001). Suas ações são mediadas pela 

estimulação de dois subtipos de receptores transmembrana acoplados à 

proteína-G, denominados receptores tipo 1 (B1) e tipo 2 (B2). Os 

receptores B2 (B2R) se ligam preferencialmente à BK e são 

constitutivamente expressos em diversos tecidos e considerados como 

os principais mediadores dos efeitos fisiológicos da BK. Diferentemente 

dos B2R, os receptores B1 (B1R), se ligam ao metabólito da BK (des-

Arg
9
-BK) e são normalmente ausentes em condições fisiológicas, sendo 

expressos durante lesão tecidual, infecções teciduais e estímulos 

inflamatórios como, por exemplo, tratamento com endotoxina 

bacteriana e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α)  (Marceau e 

Bachvarov, 1998; Ni et al., 1998; Calixto et al., 2001; Couture et al., 
2001; Calixto et al., 2004; Marceau e Regoli, 2004). Porém, em alguns 

tecidos especialmente no SNC, os B1R são expressos de maneira 

http://www/
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constitutiva e sob dano tecidual e/ou resposta inflamatória sua expressão 

torna-se aumentada (Calixto et al., 2004). As ligações das cininas aos 

seus respectivos receptores ativam sistemas de segundos mensageiros, 

em particular óxido nítrico (NO) e prostaglandinas (PGs), através da 

ativação da proteína G. Ativação da adenilato ciclase ou guanilato 

ciclase são mecanismos de transdução que conduzem à produção de 

AMPc e GMPc, eficientes mecanismos vasodilatadores em células de 

músculo liso vascular (Moreau et al., 2005).  

As cininas apresentam papel importante durante processos 

inflamatórios e/ou dano tecidual, uma vez que regulam a liberação de 

diversos mediadores inflamatórios e a estimulação de neurônios 

nociceptores (Marceau e Bachvarov, 1998; Ni et al., 1998; Calixto et 
al., 2000; Calixto et al., 2001; Couture et al., 2001; Calixto et al., 2004; 

Marceau e Regoli, 2004). A ativação dos B2R, constitutivamente 

expressos em neurônios promove hiperalgesia através da produção de 

diacilglicerol (DAG) e proteína quinase C (PKC). A BK apresenta a 

capacidade de estimular a liberação de PGs, citocinas e radicais livres 

pelos neurônios sensitivos, células imunes e endoteliais ou fibroblastos 

(Dray, 1997). Além disso, a BK aumenta a liberação de substância P e 

do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina em culturas de neurônios 

de ratos (Vasko et al., 1994). Andreeva e Rang (1993) demonstraram 

que o aumento de BK no SNC é controlado por prostaglandinas e 

reduzido por inibidores da enzima ciclooxigenase (COX) (Andreeva e 

Rang, 1993). O bloqueio farmacológico dos receptores B2, com 

antagonistas seletivos, promove analgesia em modelos de hiperalgesia 

inflamatória aguda (Calixto et al., 2000). O papel vasorrelaxante da BK 

mediada pelo receptor B2 para manutenção do tônus vascular foi 

demonstrado em camundongos nocautes para o receptor B2, que 

apresentaram um leve, mas significativo aumento da pressão sanguínea 

sistêmica basal (Duka et al., 2001). A ativação do receptor B2 pela BK 

promove através da estimulação de fosfolipases A2 e C, aumento da 

concentração do cálcio citosólico e a formação de potentes 

vasodilatadores como a PGI2 e o NO. O NO é sintetizado a partir do 

aminoácido L-arginina através da ação de uma enzima constitutiva 

dependente da via cálcio-calmodulina, NO sintase. O NO liberado por 

células endoteliais é difundido para células de músculo liso vascular 

subjacente, onde aumenta a formação de GMPc através da ativação da 

guanilato ciclase solúvel. Aumento do GMPc está diretamente 

correlacionado com a inibição da contração das células de músculo liso 

(Linz et al., 1995) (Figura 9). 
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Figura 9. Imagem ilustrativa das vias de sinalização intracelular após a 

ativação dos receptores B1 e B2 nas células endoteliais. PLC, fosfolipase 

C; PI3K, fosfatidilinositol 3 quinase; PLA2, fosfolipase A2; NO, óxido 

nítrico; eNOS, óxido nítrico sintase endotelial; Akt, quinase serina-treonina 

Akt; MAPK, proteína quinase ativada por mitógeno; ER, retículo 

endoplasmático; PKC, proteína quinase C; DAG, diacilglicerol; IP3, 

inositol 3 fosfato. Figura adaptada de Madeddu et al. (Madeddu et al., 

2007). 

 

Estudos relacionados com os receptores B1 demonstraram que 

sua expressão apresenta importante função, principalmente na 

manutenção da inflamação (Calixto et al., 2004; Marceau e Regoli, 

2004), e os efeitos pró-inflamatórios dos B1R incluem dor, edema e 

aumento do trânsito de leucócitos para as regiões inflamadas (Couture et 
al., 2001). Ni et al. (1998b) revelaram a existência de um local de 

ligação do fator transcricional NF-κB na região promotora do B1R de 

humanos, o qual parece ser essencial para o controle da transcrição deste 
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receptor após exposição a agentes inflamatórios como, por exemplo, IL-

1β, TNF-α e lipopolissacarídeo (LPS) (Ni et al., 1998). De modo 

relevante, Medeiros et al. (2004) demonstraram que o dano tecidual na 

veia porta de ratos é capaz de induzir a expressão do B1R, processo que 

envolve a degradação de IκBα e subseqüente translocação do NF-κB 

para o núcleo, o qual se liga em regiões gene - específicas do DNA 

favorecendo a transcrição de diversos mediadores inflamatórios 

(Medeiros et al., 2004). Passos et al. (2004) demonstraram que a 

expressão dos B1R após a administração de LPS na pata de ratos, é um 

processo que envolve a ativação do NF-κB, migração de neutrófilos e 

liberação de mediadores pró-inflamatórios (IL-1β, TNF-α e do fator 

ativador de plaquetas-PAF) (Passos et al., 2004). Dados recentes 

demonstram que p38 MAPK e quinase de junção NH2-terminal (JNK) 

estão envolvidas na expressão do RNAm para o B1R induzido por 

trauma vascular (Medeiros et al., 2004).  

O SNC apresenta todos os componentes do sistema calicreína-

cinina, os quais se encontram distribuídos, principalmente no córtex, 

cerebelo, porém em maior concentração no hipotálamo, pituitária e 

glândula pineal, e a ativação deste sistema no cérebro estimula a 

produção de ácido araquidônico e seus metabólitos, contribuindo para a 

formação de edema e vasodilatação cerebral (Walker et al., 1995). A 

produção e a liberação de mediadores inflamatórios como, por exemplo, 

radicais livres (OH
-
 e NO) e citocinas inflamatórias como, por exemplo, 

TNF-α podem contribuir de maneira importante para o efeito citotóxico 

direto no tecido cerebral. Em humanos, agonistas para os receptores de 

cininas aumentam a permeabilidade da BHE, através da estimulação da 

produção de NO e por ativação da COX em células endoteliais cerebrais 

(Prat et al., 2000; Sarker et al., 2000). 

As reações inflamatórias cerebrais podem ser causadas por 

diferentes formas de lesões, incluindo isquemia cerebral, 

encefalomielite e meningite. Uma importante conseqüência da 

inflamação cerebral é o edema, com aumento da permeabilidade 

vascular, fluxo sanguíneo e da retenção de fluidos no tecido inflamado. 

A ativação dos receptores de cininas no cérebro estimula também a 

produção de ácido araquidônico e seus metabólitos, contribuindo assim 

para a formação de edema e vasodilatação cerebral (Walker et al., 
1995). Alguns trabalhos demonstraram o efeito protetor dos 

antagonistas dos receptores B2 no surgimento do dano cerebral (Gorlach 
et al., 2001; Ding-Zhou et al., 2003; Ivashkova et al., 2006). No SNC, 

os componentes do sistema calicreína-cinina encontram-se distribuídos, 
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principalmente no córtex, cerebelo, porém em maior concentração no 

hipotálamo, pituitária e glândula pineal (Walker et al., 1995). 

Recentemente foi demonstrada a participação das reações 

inflamatórias e dos receptores de cininas em modelos experimentais de 

doenças neurodegenerativas (Medeiros et al., 2007; Prediger et al., 

2008; Danielisova et al., 2009; Khan et al., 2009), no entanto até o ano 

de 2008 existiam apenas alguns indicativos da participação do sistema 

calicreína-cinina na EM.  

Primeiramente, níveis aumentados de BK, des-Arg
9
-BK, 

calicreínas-1, calicreínas-6, assim como cininogênios de alto e baixo 

peso molecular foram encontrados em tecidos cerebrais de animais com 

EAE e pacientes com EM (Germain et al., 1988). Prat et al. (2000) 

demonstraram que a administração de IFN-γ em culturas de células 

endoteliais de cérebro humano aumenta a expressão dos receptores B1, e 

que o agonista deste receptor, R-838, aumenta a permeabilidade destas 

células através da BHE (Prat et al., 2000).  Neste mesmo estudo, os 

autores ainda demonstraram que o efeito biológico do agonista R-838 

foi prevenido pelo antagonista do receptor B1, R-715, assim como pelo 

bloqueador da enzima óxido nítrico sintase, L-NAME. Além disso, Prat 

e colaboradores (2005) foram os primeiros a demonstrar o aumento da 

expressão do RNAm do B1R em células mononucleares derivadas do 

sangue periférico, provenientes de pacientes com EM, e esta expressão 

foi correlacionada com o surgimento de surtos nestes pacientes. Neste 

mesmo trabalho, os autores demonstraram que os linfócitos obtidos de 

pacientes com lúpus eritematoso (doença inflamatória periférica) e 

epilepsia (patologia cerebral não-inflamatória) não expressaram o 

RNAm para o B1R, enquanto que pacientes com polineurite inflamatória 

apresentaram a expressão mínima destes receptores (Prat et al., 2005).  

Como descrito anteriormente, a EM não possui um tratamento 

eficaz, sendo que a terapia existente baseia-se na administração de 

fármacos imunossupressores e interferons, durante os períodos de 

exacerbação da doença. No entanto, estes medicamentos causam 

consideráveis efeitos adversos, sem alterar de forma efetiva o curso 

dessa patologia. Desta forma, a procura de terapias específicas, que 

tenham ação sobre a resposta inflamatória característica desta doença, 

pode apresentar resultados promissores para o melhor entendimento da 

EM.  

Em conjunto, os achados da literatura indicam que as cininas 

podem contribuir como um alvo promissor para o desenvolvimento de 

novas drogas destinadas ao controle e tratamento da EM. Desta forma, a 
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participação do sistema cininérgicos ainda necessita ser melhor 

investigado em diversos aspectos, especialmente no controle do 

desenvolvimento e manutenção da resposta imune-inflamatória da EM, 

assim como da EAE. Neste sentido, estudos inerentes à participação das 

cininas e seus receptores B1 e B2 presentes no SNC, carecem ser melhor 

elucidados. Por esta razão a hipótese deste trabalho foi verificar a 

correlação entre os receptores B1 e B2 de bradicinina com a modulação 

da EAE. A fim de testar esta hipótese os seguintes objetivos foram 

desenhados. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho pretende investigar com o uso de técnicas 

farmacológicas, bioquímicas e de biologia molecular, a participação dos 

receptores B1 e B2 das cininas na gênese, desenvolvimento e 

manutenção da EAE em camundongos.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

Para atingir o objetivo geral proposto, o estudo foi desenvolvido 

em etapas, de modo a alcançar os seguintes objetivos específicos: 

 

1. Avaliar o papel dos receptores cininérgicos B1 e B2 na gênese da 

EAE, analisando o efeito da administração repetida de agonista e de 

antagonistas seletivos para ambos os receptores durante a fase de 

indução da EAE; 

2. Avaliar a susceptibilidade de animais com deleção gênica para os 

receptores B1 e B2 durante o desenvolvimento da EAE; 

3. Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores B1 e B2 durante a fase 

crônica da EAE, após o surgimento dos sinais clínicos da EAE; 

4. Avaliar o efeito do receptor B1, através da administração de 

agonista/antagonista durante a fase aguda da EAE; 

5. Investigar alguns dos possíveis mecanismos relacionados ao efeito 

imunomodulador causado pelo bloqueio dos receptores B1 e B2 em todas 

as fases da EAE. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 
Para a realização dos experimentos foram utilizados 

camundongos C57BL/6 e com deleção gênica (nocautes) para os 

receptores B1 (B1R
-/-

) e B2 (B2R
-/-

) para as cininas, fêmeas, com idade de 

6 – 12 semanas, provenientes do Biotério Setorial do Laboratório de 

Farmacologia e Terapêutica Experimental (LAFEX), Departamento de 

Farmacologia, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, 

Florianópolis, SC). Os animais foram mantidos sob condições 

controladas de temperatura (22 ± 1ºC) e luminosidade (ciclo 

claro/escuro de 12 horas), além de livre acesso a água e ração. Os 

experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo (06:00 - 

18:00 horas). Todos os protocolos e procedimentos utilizados neste 

estudo foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética de 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Santa Catarina 

(CEUA-UFSC, protocolo número 23080038266/2008-43). 

 

3.2 Indução da EAE 

A EAE foi induzida pela inoculação de 100 µL de emulsão 

contendo 200 µg de glicoproteína de mielina do oligodendrócitos 

(MOG35-55), em adjuvante incompleto de Freund (CFA), suplementado 

com 300 µg de Mycobacterium tuberculosis (Mt) H37Ra (Difco, 

Detroit, MI, USA), em ambos os lados dos flancos traseiros. Além disso, 

cada animal recebeu 300 ng de Bordetella toxina pertussis em 200 µL 

de solução salina por via intraperitoneal no dia 0 e dia 2 pós-

imunização. Este procedimento foi repetido após sete dias, a fim de 

aumentar a incidência de EAE, conforme metodologia descrita 

anteriormente (Stromnes e Goverman, 2006). Os animais foram pesados 

e examinados diariamente, durante 25 dias. Os sintomas da doença 

foram determinados por estágios conforme segue: sem sinais clínicos 

(estágio 0), perda do tônus da cauda (estágio 1), paralisia leve dos 

membros posteriores e dificuldade de endireitamento (estágio 2), 

paralisia severa dos membros posteriores e acometimento dos membros 

anteriores (estágio 3), tetraplegia e moribundos (estágio 4) ou morte 

(estágio 5) (vide Tabela 2). Os animais não foram classificados 

clinicamente antes do dia 7, desta forma os animais que responderam de 

forma aguda à imunização com MOG35-55 não foram incluídos na análise 

estatística deste estudo.  
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Tabela 2. Avaliação dos sinais clínicos dos animais durante o 

desenvolvimento da EAE. 

 

Escore Sinais clínicos Observações 

0 Sem sinais Os animais ficam com as patas posteriores 

estendidas; a cauda enrola no objeto 

cilíndrico; andar normal. 

0,5 Perda parcial do 

tônus da cauda 

Os animais ficam com as patas posteriores 

estendidas; ponta da cauda caída e/ou não 

enrola no objeto cilíndrico; andar normal. 

1 Perda total do tônus 

da cauda 

Os animais ficam com as patas estendidas; 

cauda caída e não enrola no objeto 

cilíndrico; andar normal.  

2 Perda na 

coordenação dos 

movimentos, 

paresia das patas 

posteriores. 

Os animais contraem as patas posteriores 

quando são seguros pela cauda; os animais 

caminham com falta de coordenação nos 

movimentos; os animais apresentam reflexo 

nas patas quando apertadas; cauda sem 

tônus.  

2,5 Uma das patas 

paralisadas 

Os animais arrastam uma das patas; uma 

das patas não responde ao reflexo. 

3 Patas posteriores 

paralisadas 

Ambas as patas posteriores paralisadas; os 

animais arrastam ambas as patas posteriores 

e ambas não respondem ao reflexo.  

3,5 Fraqueza nas patas 

anteriores 

Patas posteriores arrastadas; patas 

dianteiras com dificuldades de mover o 

corpo; ambas as patas não respondem ao 

reflexo. 

4 Paralisia das patas 

anteriores 

Os animais não se movem; as patas 

posteriores e anteriores não respondem ao 

reflexo. 

5 Moribundo/Morte Morte. Nenhum movimento; frio ao toque, 

respiração alterada. Animais sacrificados. 

 

3.3 Protocolos de tratamento 

A fim de avaliar o efeito dos receptores cininérgicos B1 e B2 na 

modulação da EAE, os seguintes protocolos experimentais foram 

realizados: (1) Para determinar o efeito dos receptores de bradicinina 

durante a gênese da resposta autoimune induzida pela EAE (fase de 

indução), os animais foram tratados com agonista e antagonistas 

seletivos para os receptores B1 e B2R, durante os dias 0 ao dia 5 pós-

imunização; (2) Para avaliar o efeito dual do receptor B1 em modular o 

desenvolvimento inicial da neuroinflamação induzida pela EAE (fase 
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aguda), os animais foram tratados durante 10 dias com agonista e 

antagonista do receptor B1 (início do tratamento dia 7 até o dia 17 pós-

imunização); e finalmente (3) a fim de analisar o papel dos receptores B1 

e B2 em modular a manutenção da EAE, após o surgimento dos sinais 

clínicos (fase crônica), os animais foram tratados durante 5 dias, assim 

que os primeiros sinais da EAE apareceram, ou seja, do dia 15 até o dia 

20 após a imunização. O esquema referente às diferentes fases de 

avaliação da EAE neste projeto encontra-se ilustrado na Figura 10. O 

antagonista seletivo do receptor B1 a des-Arg
9
-[Leu

8
]-bradicinina 

(DALBK, 50 nmol/kg), o agonista seletivo do receptor B1 a des-Arg
9
-

bradicinina (DABK, 300 nmol/kg), o antagonista seletivo do receptor 

B2 o HOE-140 (150 nmol/kg) ou os seus respectivos veículos foram 

administrados por via intraperitoneal (i.p.). A escolha das doses para 

cada droga foi baseada em experimentos pilotos ou em trabalhos 

publicados (Prediger et al., 2008; Costa et al., 2011). 

 

 
 

Figura 10. Ilustração das três diferentes fases relacionadas com a 

gênese (fase de indução), desenvolvimento (fase aguda) e manutenção 

(fase crônica) da EAE durante o decurso temporal. EAE, encefalomielite 

autoimune experimental; Th, linfócitos T helper.  

 

3.4 Experimentos comportamentais 

 

3.4.1 Atividade locomotora 

A atividade locomotora e a coordenação motora dos animais 

foram avaliadas utilizando o Rotarod. Neste teste os animais foram 
colocados em esteiras individuais a uma velocidade fixa de rotação de 4 

rpm. O tempo máximo para cada ensaio foi fixado em 60 segundos. Os 

animais foram devidamente treinados durante três dias antes da indução 

da EAE. Em cada dia os animais foram colocados por três vezes 

consecutivas nas baias, até que o mesmo se mantivesse durante 60 
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segundos na esteira. Após a indução da EAE os animais foram avaliados 

a cada dois dias, até o vigésimo quinto dia pós-imunização. 

 

3.4.2 Hipernocicepção mecânica 
Filamentos de Von Frey foram utilizados para avaliar a 

hipersensibilidade mecânica após a indução da EAE. Os animais foram 

colocados individualmente em caixas de acrílico (9 x 7 x 11 cm) em 

plataformas de arame elevadas, as quais permitem o acesso à superfície 

ventral da pata traseira direita dos animais. A freqüência de resposta de 

retirada foi avaliada após 10 aplicações (com intervalo de 3 segundos) 

dos filamentos de Von Frey (VFH, Stoelting, Chicago, IL, EUA). Os 

animais foram aclimatizados por 30 min antes do teste comportamental 

e a hipersensibilidade mecânica foi avaliada em diferentes tempos 

durante o desenvolvimento da EAE. O VFH de 0,4 g produz uma 

freqüência média de retirada de 15%, o qual é considerado um valor 

adequado para a medida da hipernocicepção mecânica (Quintao et al., 

2005). Para determinar o limiar basal, todos os grupos foram avaliados 

antes da indução da doença. Todos os animais foram avaliados a cada 

dois dias até o dia 14, já que após este dia, o déficit locomotor 

apresentado pelos animais com EAE, impede a análise desses 

parâmetros.  

 

3.5 Produção de citocinas em cultura de linfócitos e esplenócitos 
Suspensões de linfócitos e esplenócitos foram obtidas dos 

linfonodos inguinais e baço, respectivamente, 25 dias pós-imunização. 

Resumidamente, os linfonodos inguinais e o baço foram 

individualmente macerados em meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino, HEPES (20 nM), 2-mercapto etanol, 

penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). Em seguida as 

suspensões celulares resultantes foram filtradas com a utilização de 

filtros de 70 µm e centrifugadas a 1500 g durante 7 min a 4°C. Para as 

suspensões celulares obtidas do baço, após a centrifugação inicial, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso com 1 mL de 

solução tampão contendo cloreto de amônio e carbonato de potássio 

(tampão de lise ACK) para lisar as células vermelhas do sangue. Após a 

incubação, 9 mL do meio RPMI 1640 foram adicionados para parar a 

lise celular. Em seguida a suspensão celular foi centrifugada a 500 g 

durante 5 min a 4°C. Finalmente, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 2 mL de meio. As células do 

linfonodos e baço resultantes foram devidamente contadas e cultivadas 
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(1 × 10

6
 células/poço) na presença ou ausência de MOG35-55 (10 

µg/mL). Os linfócitos e esplenócitos foram incubados por 48 horas em 

câmara úmida, a 37ºC e em atmosfera de 5% de CO2. Após o período de 

incubação, os sobrenadantes da cultura foram coletados e armazenados 

em freezer a -70°C, até posterior análise. Os níveis de TNF-α, IFN-γ, 

interleucina-17 (IL-17) e interleucina-4 (IL-4) foram determinados por 

ELISA, de acordo com os procedimentos recomendados pelo fabricante. 

Após a coleta dos sobrenadantes de cultura, as células foram utilizadas 

para o ensaio de citometria de fluxo. 

 

3.6 Análise dos linfócitos por citometria de fluxo 

Após a incubação com MOG35-55, os linfócitos obtidos dos 

linfonodos inguinais foram lavados com meio RPMI 1640 suplementado 

com 10% de SFB e em seguida incubados com os anticorpos durante 20 

min a 4°C. Neste protocolo experimental os seguintes anticorpos foram 

utilizados: anti-CD4
+
-PerCP (clone RM4-5, Caltag Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA), anti-CD8a
+
-APC (clone 5H10, Caltag 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e anti-CD69-PE (clone H1.2F3, 

BD Pharmingen
TM

, SanJose, CA, EUA). Os dados foram coletados 

utilizando Citômetro de Fluxo – FACS Canto II (BD Bioscience) e 

analisados através do programa Flowjo (versão 7.5).  

 

3.7 Ensaio de proliferação celular 
Linfócitos e esplenócitos (1 × 10

6
 células/poço) obtidos a partir 

de camundongos imunizados (grupo EAE) e de animais nocautes para os 

receptores B1 (B1R
-/-

) e B2 (B2R
-/-

) foram cultivados na presença ou 

ausência de MOG35-55 (10 µg/mL). Após 60 h, 0,5 μCi por poço de [
3
H] 

timidina foi adicionada a cada poço e incubada por mais 12 h. As células 

foram então coletadas em filtros de fibra de vidro, e a radioatividade foi 

avaliada no líquido de cintilação utilizando Cintilador Beta Counter 

LS5000TD (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, EUA). 

 

3.8 Análise histológica 
Vinte e cinco dias após a indução da EAE, os animais foram 

anestesiados com hidrato de cloral 7% (8 mL/kg, i.p.) e perfundidos com 

solução de paraformaldeído a 4% (PFA) em tampão fosfato 0,1 M (pH 

7,4). As medulas espinhais foram removidas e pós-fixadas por 24 h na 

mesma solução (PFA 4%), e em seguida embebidas em parafina após 

desidratação e diafanização, e seccionadas em cortes de 5 μm de 

espessura. As análises histológicas dos focos inflamatórios e das áreas 
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de desmielinização foram realizadas com coloração de hematoxilina-

eosina (H&E) e luxol fast blue (LFB), respectivamente. A leitura das 

lâminas foi realizada em microscópio óptico (Eclipse 50i, Nikon, 

Melville, NY, EUA), com aumento de 200x, sendo que quatro campos 

oculares por corte (6-9 animais/grupo) foram capturados. As imagens 

foram registradas com auxílio da câmera Nikon (Sight DS-5M-L1, 

Melville, NY, EUA) e analisadas utilizando o software NIH ImageJ 

1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA), considerando a coloração nuclear 

das células inflamatórias (H&E) ou da área de mielina (LFB). Os dados 

foram expressos como densidade óptica (DO).  

 

3.9 Análise imunoistoquímica 
 A análise imunoistoquímica na medula espinhal dos animais foi 

realizada 25 dias após a indução da EAE, conforme descrito 

anteriormente (Dutra, R. et al., 2011). Para tal, os tecidos dos animais 

foram coletados após processo de perfusão com solução fisiológica e 

PFA 4%, sendo mantidos nessa mesma solução durante 24 h. 

Posteriormente, foram realizadas secções transversais na região lombar 

da medula espinhal, seguidos de processamento histológico, inclusão em 

parafina e microtomia. Os cortes teciduais de espessura de 5 μm foram 

montados sobre lâminas carregadas positivamente, preparadas através da 

imersão das mesmas em solução de silano (3-amino-propil-

trietoxisilano; Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil) a 5% em acetona 

(v/v). Em seguida, as lâminas de vidro contendo os cortes histológicos 

foram mantidas em estufa, durante 1 h, a uma temperatura de 

aproximadamente 50°C, para fixação dos mesmos. Após fixação, as 

lâminas foram desparafinizadas através de imersões consecutivas em 

xilol e re-hidratadas por passagens sucessivas em etanol, em 

concentrações decrescentes (etanol absoluto, etanol 90%, 80% e 70%), 

com posterior lavagem em água destilada. Em seguida realizou-se o 

bloqueio da peroxidase endógena, a fim de eliminar reações 

inespecíficas, com solução de peróxido de hidrogênio a 1,5% em 

metanol absoluto (v/v), durante 20 min. Após lavagem das lâminas com 

água destilada, as amostras foram submetidas à reativação antigênica, 

com a finalidade de recuperar os sítios antigênicos encobertos pela 

fixação e inclusão do tecido em formol e parafina. Por esta razão, as 

lâminas foram imersas em tampão citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 40 

min, em banho-maria com temperatura ajustada para 95–98°C. Logo 

após, ainda como parte do processo térmico de reativação antigênica, as 

lâminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 
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20 min à temperatura ambiente e lavada em água destilada e solução 

tampão fosfato (PBS). A imunodetecção das proteínas de interesse foi 

realizada utilizando os seguintes anticorpos: anti−CD3
+
 (1:100; 

Novocastra, Newcastle, Reino Unido), anti-proteína glial fibrilar ácida 

(GFAP) (1:600, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA), anti-

molécula adaptadora de cálcio ionizado 1 (Iba-1) (1:200, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, EUA), anti-neurofilamento H (1:200, Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) e anti-CREB (1:300, Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). A solução contendo os 

anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as lâminas foram 

mantidas em câmara úmida durante 12–18 h, a uma temperatura de 2–

8°C. A seguir, as lâminas foram lavadas com PBS e os cortes 

histológicos foram incubados com o anticorpo secundário biotinilado 

anti-IgG de coelho ou anti-IgG de camundongo de acordo com o 

anticorpo primário (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) em 

câmara úmida durante 60 min à temperatura ambiente. Em seguida, as 

lâminas foram lavadas com PBS e incubadas com streptavidina-biotina-

peroxidase (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). Após 40 min de 

incubação das lâminas com a solução de streptavidina-biotina-

peroxidase, as mesmas foram lavadas com PBS e a imunodetecção foi 

completada utilizando-se uma solução cromógena contendo 0,03% de 

3,3´-diaminobenzidina (3,3´,4,4´-tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) 

(DAB, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) e 0,3% de peróxido de 

hidrogênio (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Posteriormente, 

foi realizada contracoloração das secções histológicas em solução de 

hematoxilina de Harris, desidratação das mesmas através de imersões 

em concentrações crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol 

absoluto), diafanização em xilol e montagem em meio de montagem 

permanente (Entellan, Merck, Frankfurt, Darmstadt, Germany). Os 

resultados foram documentados utilizando câmera digital (Sight DS-

5ML1), acoplada a um microscópio óptico Eclipse 50i (Nikon, Melville, 

NY, USA). Para análise de cada reação antígeno-anticorpo, foram 

obtidas cinco imagens a partir dos cortes histológicos da medula 

espinhal de cada animal. A densidade óptica que melhor discriminou a 

imunomarcação (coloração castanha) foi obtida utilizando o programa 

NIH ImageJ 1.36b. Para a análise dos níveis de GFAP, Iba-1, NF-H e 

fosfo-CREB a intensidade total de pixels foi determinada e os dados 

foram expressos como densidade óptica (DO). A fim de avaliar o 

número de linfócitos T, as células T CD3
+
 foram visualizadas e contadas 

na substância branca da medula espinhal, no aumento de 400x.  
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3.10 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) 

  
3.10.1 Extração do RNA total 

A extração do RNA total foi realizada através da 

homogeneização dos tecidos em 1 mL de reagente de Trizol


 

(Invitrogen, SP, Brazil), conforme recomendações do fabricante. Em 

seguida foram adicionados 200 μL de clorofórmio ao homogenato, 

sendo este posteriormente submetido à agitação e centrifugação (12.000 

g, durante 15 min a 4°C). Após a centrifugação, a fase aquosa contendo 

o RNA foi transferida para um novo tubo, ao qual foram adicionados 

500 μL de álcool isopropílico. O conteúdo do tubo foi misturado por 

inversão e posteriormente mantido em repouso a temperatura ambiente 

por 10 min. Em seguida submetido à centrifugação (12.000 g, 15 min, 

4°C), sendo que o pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de etanol 

gelado. O RNA foi novamente centrifugado (7.000 g, 5 min, 4°C), o 

etanol desprezado e o pellet dissolvido em água ultra-pura. A 

concentração e a pureza do RNA foram determinadas por leitura 

espectrofotométrica a 260/280 nm. O RNA total foi estocado em freezer 

a -70°C até o momento do uso. 

 

3.10.2 Confecção do DNA complementar (cDNA) 

A fim de determinar a expressão do RNAm codificador para 

TNF-α, IFN-γ, IL-17, receptor B1, ROR-γT e T-bet no SNC dos animais 

após a indução da EAE, foi realizado o ensaio de transcrição reversa 

seguido pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). 

Para a reação da transcrição reversa, amostras contendo 2 µg de RNA 

total foram incubadas com 1 µL de oligo dT, 1 µL do mix de dNTP (10 

mM) em água ultra-pura para um volume final de 12 μL. Inicialmente, 

as amostras foram aquecidas por 5 min a 65°C, resfriadas por 5 min a 

4°C e acrescidas de 4 µL de tampão de primeira fita (Tris-HCl 250 mM, 

pH 8,3, KCl 375 mM e MgCl2 15 mM), 2 μL de DTT 0,1 mM e 1 µL de 

inibidor de RNase (2500 U). Posteriormente, essa mistura foi incubada a 

37°C durante 2 min e a enzima M-MLV (1 μL, 200 U) foi adicionada. 

Após a adição da enzima, as amostras foram mantidas a 37°C por 50 

min e a inativação da reação foi realizada através da incubação das 
amostras a 75°C durante 15 min. O cDNA foi estocado a 4°C até a 

realização da reação de RT-PCR. 
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3.10.3 RT-PCR 

O cDNA foi amplificado em triplicada utilizando o kit Master 

Mix TaqMan
®

 Universal PCR, com sondas específicas para 

camundongos, com marcação 3‟quencher MGB e FAM, para o TNF-α 

(Mm00443258_m1), IFN-γ (Mm99999071_m1), IL-17 

(Mm00439618_m1), receptor B1 (Mm00432059_s1), ROR-γT 

(Mm00441144_g1), T-bet (Mm00450960_m1) e GAPDH 

(NM_008084.2), utilizado como controle endógeno (gene 

housekeeping). A reação de PCR foi realizada em placa de reação óptica 

de 96 poços. Cada reação continha: 1 µL de cDNA, 5 µL de master mix, 

0,5 µL de primer e 3,5 µL de água ultra-pura, em um volume final de 10 

µL. As amplificações foram realizadas em um termociclador (StepOne 

Plus, Applied Biosystems) para 60 ciclos. A fluorescência foi coletada a 

cada ciclo de amplificação e os dados foram analisados utilizando o 

método 2
-Ct

 para a quantificação relativa.  

 

3.11 Avaliação da permeabilidade da BHE 

A permeabilidade da BHE foi avaliada através da medida do 

extravasamento do corante Evan‟s blue (EB), conforme previamente 

descrito (Zhang et al., 2010). No dia 21 pós-imunização, os 

camundongos receberam 0,1 mL de EB 2% por via endovenosa, e 

mantidos em suas caixas por um período de 60 minutos. Após este 

período de circulação do corante, os animais foram devidamente 

perfundidos com solução salina (NaCl, 0,9%) a fim remover o excesso 

de corante intravascular. Em seguida, a porção lombar da medula 

espinhal foi coletada, triturada e incubada com 600 µL de formamida a 

60°C durante 24 h. Após o período de incubação, o tecido foi removido 

e a solução de formamida centrifugada a 20.000 g durante 20 min. A 

solução sobrenadante foi coletada e a densidade óptica determinada por 

leitura espectrofotométrica a 620 nm.   

 

3.12 Cultura primária de astrócitos 
A cultura de células gliais foi preparada de acordo com 

metodologia previamente descrita (Cohen e Wilkin, 1995). 

Camundongos C57BL/6 neonatos (1-3 dias pós-natal) foram 
devidamente decapitados e o córtex cerebral dissecado e incubado em 

solução tampão de Hank‟s (HBSS). Em seguida, o tecido cortical foi 

cortado grosseiramente e incubado em HBSS contendo tripsina 0,025%, 

albumina bovina sérica (BSA) 0,3% e DNase (40 mg/mL), durante 20 

min a 37°C. Após incubação, a solução foi substituída por HBSS 
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contendo BSA/DNase, e o tecido triturado 20 vezes. Posteriormente, o 

sobrenadante foi filtrado (70 µm) e centrifugado a 1.000 rpm por 5 min. 

O pellet formado foi ressuspendido em 10 mL de meio DMEM, 

contendo 50 unidades de penicilina, 50 mg/mL de estreptomicina e 10% 

de BSA. As células em suspensão foram divididas em placas de 24 

poços e cultivadas por 10 dias em câmara úmida, a 37ºC e em atmosfera 

de 5% de CO2. Após o período de incubação, as placas foram mantidas 

sob agitação (120 rpm) por um período mínimo de 12 h. Em seguida as 

células em suspensão foram descartadas e os astrócitos aderentes foram 

identificados por imunofluorescência usando anti-proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA). Por fim, 

astrócitos aderentes foram tratados com IFN-γ (50 U/mL). DALBK (5 

µM) e HOE-140 (5 µM) foram adicionados na cultura por duas vezes, 

primeiramente 18 h antes do IFN-γ, e em seguida, simultaneamente com 

o agente inflamatório. A cultura foi mantida por 48 h em câmara úmida, 

a 37ºC e em atmosfera de 5% de CO2. Ao final do período de incubação, 

o sobrenadante foi coletado e os níveis de TNF-α, CXCL1/KC e IL-6 

foram determinados. Além disso, os astrócitos foram coletados 

utilizando o protocolo do Trizol para avaliar a expressão da 

ciclooxigenase-2 (COX-2, Mm01307334_g1), óxido nítrico sintase 2 

(NOS-2, Mm1309898_m1) e fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF, Mm00432069_m1). Os níveis de citocinas e a expressão do 

RNAm foram medidos por ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA) 

e RT-PCR, conforme descrito anteriormente. 

 

3.13 Reagentes e Drogas 

 Os reagentes toxina Pertussis, PBS, H&E, H2O2, IFA, 

antagonista seletivo do receptor B1 des-Arg
9
-[Leu

8
]-bradicinina 

(DALBK, 50 nmol/kg), agonista seletivo do receptor B1 des-Arg
9
-

bradicinina (DABK, 300 nmol/kg), ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA), aprotinina A, brometo de hexadecilmetilamônio (HTAB), 

estreptomicina, HEPES, penicilina, fluoreto de fenilmetilsulfonila 

(PMSF), tetrametilbenzidina (TMB), deoxiribonuclease I (DNAse), 

BSA, tripsina, Tween 20 e Tween 80 foram adquiridos da Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO, EUA). O antagonista do receptor B2, 

HOE-140 foi obtido da Aventis (Frankfurt Main, Germany). 

Paraformaldeído, formamida, NH4Cl e KHCO3 foram obtidos da Merck 

(Frankfurt, Darmstadt, Germany). O peptídeo MOG35-55 

(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) foi obtido da EZBiolab, Carmel, 

IN 46032, USA; e o M. tuberculosis H37Ra obtido da Difco 
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Laboratories, Detroit, MI, USA. O meio de cultura RPMI 1640, DMEN 

e BSA foram obtidos da GIBCO (Carlsbad, CA, EUA). [
3
H] timidina 

(0,5 mCi/mL) foi obtida da Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, 

USA). Os kits de citocinas anti-TNF-α, IFN-γ, IL-17, CXCL1/KC, IL-6 

e IL-4 foram obtidos da R&D Systems. Anticorpo monoclonal de 

camundongo anti-CD3
+
 foi obtido da Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA) e o anticorpo policlonal de cabra anti-Iba1 foi obtido 

da Abcam (Cambridge, MA, USA). O anticorpo monoclonal de 

camundongo anti- GFAP, anticorpo monoclonal de camundongo anti-

neurofilamento H (NF-H) e policlonal de coelho anti-CREB foram 

adquiridos da Cell Signalling Technology (Danvers, MA, EUA). 

Anticorpo secundário Envision Plus
TM

, estreptavidina-HRP e o 

cromógeno 3,3-diaminobenzidina (DAB) foram adquiridos da Dako 

Cytomation (Carpinteria, CA, EUA). Os primers para camundongos 

TNF-α, IFN-γ, IL-17, receptor B1, ROR-γT, T-bet, COX-2, NOS-2, 

BDNF e GAPDH foram adquiridos da Applied Biosystems (Warrington, 

UK). Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico e obtidos 

de diferentes fontes comerciais. 

 

3.14 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média  erro padrão da média 

(EPM). A avaliação estatística dos resultados foi realizada através da 

análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, adequadas ao 

protocolo experimental. Posteriormente, os grupos foram comparados 

entre si empregando-se o teste post hoc de Student Newman-Keuls. 

Valores de P menores a 0,05 (p<0,05) foram considerados 

estatisticamente significantes. As análises estatísticas foram realizadas 

usando o software Graphpad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, EUA).  
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4 RESULTADOS 

4.1 A deleção genética e/ou antagonismo dos receptores B1 das 

cininas na fase de indução da EAE inibe os sinais clínicos e o 

desenvolvimento da EAE 

 

 Com o objetivo de avaliar a participação dos receptores das 

cininas na gênese da EAE, inicialmente os animais foram devidamente 

tratados com o antagonista seletivo do receptor B1 a des-Arg
9
-[Leu

8
]-

bradicinina (DALBK, 50 nmol/kg), ou com o antagonista seletivo do 

receptor B2 o HOE-140 (150 nmol/kg) durante a fase de indução da 

doença, ou seja, entre os dias 0 e dia 5. Os antagonistas foram 

administrados por via i.p. com duas injeções diárias (12/12 horas), sendo 

que os animais foram avaliados até 25° dia pós-imunização. Os 

resultados da Figura 11 e 12 demonstram que os animais do grupo EAE 

apresentaram paralisia crescente a partir do 12º dia após a imunização 

(dia do surgimento dos sintomas: 12 ± 0,7), atingindo o escore clínico 

máximo a partir do 19º dia (escore máximo: 4 ± 0,5), o qual se manteve 

estável até o último dia de análise. O tratamento preventivo com o 

antagonista do receptor B1, a DALBK foi capaz de bloquear 

significativamente os sinais clínicos (Figura 11A e B), assim como o 

déficit locomotor (Figura 12A) induzido pela EAE, quando comparado 

com o grupo controle. Os animais tratados apresentaram os primeiros 

sintomas a partir do 15º após a imunização (dia do surgimento dos 

sintomas: 15 ± 0,5), atingindo o escore clínico máximo de apenas 1,5 ± 

0,2 (Figura 11A). A análise da área sob a curva (ASC) obtida entre os 

dias 7-25 pós-imunização demonstrou inibição de 75,8 ± 5,2% (Figura 

11B). Vale ressaltar que esta diferença na severidade da EAE persistiu 

até o último dia de análise, de acordo com a atividade locomotora dos 

mesmos (Figura 12A).  

Em seguida, para confirmar os nossos dados farmacológicos 

supracitados, animais com deleção gênica para os receptores B1 e B2 

foram imunizados com EAE. Como podem ser observados nas Figuras 

11C, 11D e Figura 12B, os animais nocautes para o B1R não 

desenvolveram a EAE, sendo que nestes animais o dia de surgimento 

dos sintomas foi dia 14 ± 0,3 com escore máximo de 1,5 ± 0,5 (Figura 

11C). Além disso, a análise da ASC demonstrou inibição de 

aproximadamente 70% no escore clínico dos animais nocautes para o 

B1R. Em contrapartida, o tratamento preventivo com o antagonista 

seletivo do receptor B2 (HOE-140, i.p., 2x/dia, dia 0-5), ou a utilização 
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de animais com deleção gênica para o B2R (B2R

-/-
) somente causou 

efeito moderado em inibir o desenvolvimento da EAE (Figura 11). De 

modo interessante, o pré-tratamento dos animais com o antagonista do 

B1R ou o emprego de animais B1R
-/-

 apresentaram redução no escore 

clínico quando comparados com os animais tratados com o antagonista 

do receptor B2, assim como nos animais B2R
-/-

. Estes dados sugerem que 

durante a fase de indução da EAE, os receptores B1 parecem apresentar 

papel dominante em modular a severidade da EAE.  

 
Figura 11. Inibição ou a deleção dos receptores B1 durante a fase de indução da 

EAE inibiu o desenvolvimento da doença. Animais foram imunizados com um 

mistura do peptídeo MOG35–55 /CFA e toxina Pertussis. Escore clínico (A e C) e 

área sob a curva (ASC) (B e D) foram analisados no grupo controle sem EAE, no 

grupo com EAE, em animais previamente tratados com o antagonista seletivo do 

B1R - DALBK (50 nmol/kg), em animais pré-tratados com o antagonista seletivo do 

B2R - HOE-140 (150 nmol/kg), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-, por 

um período de 25 dias pós-imunização. Os antagonistas foram administrados por via 

intraperitoneal (i.p.), duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). Os 

dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são 

representativos de três experimentos independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 versus o 

grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE, Δp<0,05 e ΔΔp<0,001 

versus o tratado com DALBK ou animais B1R
-/- (ANOVA de uma via seguida pelo 

post-hoc de Newmann-Keuls). 
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Figura 12. A deleção gênica ou o pré-tratamento dos animais com o antagonista 

do receptor B1 preveniu o déficit locomotor induzido pela EAE. Animais foram 

imunizados com o peptídeo MOG35–55 /CFA e toxina Pertussis. Atividade 

locomotora (A e B) foi analisada no grupo controle, no grupo com EAE, em animais 

previamente tratados com o antagonista do B1R - DALBK (50 nmol/kg), em animais 

pré-tratados com o antagonista do B2R - HOE-140 (150 nmol/kg), ou em 

camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-, durante 25 dias. Os antagonistas foram 

administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). 

Os dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são 

representativos de três experimentos independentes. *p<0,05 e **p<0,001 versus o 

grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

 Outra importante manifestação clínica apresentada pelos 

animais com EAE é a crescente perda de peso corporal, podendo esta ser 

facilmente observada à medida que a doença evolui. De acordo com a 

Figura 13, pode-se observar que os animais tratados com EAE 

apresentaram redução do peso corporal já nos primeiros dias após a 

imunização (Figura 13A e C), e durante o pico máximo da doença (16º - 

18º dia após a imunização) os animais com EAE apresentam uma maior 

perda de peso em relação ao ganho (Figura 13B e D). Ao contrário, os 

animais do grupo controle (sem EAE) apresentaram ganho de peso 

corporal durante os 25 dias de análise (Figura 13). Além disso, os 

animais tratados com os antagonistas seletivos para os receptores B1 e 

B2, assim como os respectivos animais nocautes (B1R
-/-

 e B2R
-/-

) 
apresentaram variação de peso corporal similar aos animais do grupo 

EAE (Figura 13A e C). No entanto, considerando a proporção de ganho 

de massa corporal em relação à perda no pico da doença, nos animais 

tratados com DALBK ou nos animais B1R
-/-

 pode-se observar 

diminuição na perda de peso corporal quando comparado aos animais do 
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grupo EAE (Figura 13B e D). Em contrapartida, nos animais tratados 

com HOE-140 ou nos animais B2R
-/-

 a restauração do peso corporal não 

foi observada (Figura 13B e D).  

 
Figura 13. Inibição ou a deleção gênica dos receptores B1 reduziu a perda de 

peso corporal induzida pela EAE. Animais foram imunizados com o peptídeo 

MOG35–55 /CFA e toxina Pertussis e avaliados durante 25 dias. Variação de peso 

corporal (A e C) e proporção ganho/perda de peso no pico da doença (16º - 18º dia 

após a imunização) (B e D) foram analisadas no grupo controle, no grupo com EAE, 

em animais previamente tratados com o antagonista seletivo do B1R - DALBK (50 

nmol/kg), em animais pré-tratados com o antagonista seletivo do B2R - HOE-140 

(150 nmol/kg), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-. Os antagonistas foram 

administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). 

Os dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são 

representativos de três experimentos independentes. . #p<0,05 e ##p<0,001 versus o 

grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via 

seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Conforme descrito na introdução deste trabalho, os principais 

sintomas associados com a EM com a resposta autoimune exacerbada 
contra os antígenos de mielina, assim como prejuízos locomotores e 

sensoriais importantes. No entanto, dados recentes demonstraram que a 

dor crônica afeta entre 50 – 80% dos pacientes com EM, sendo este 

sintoma de extrema relevância clínica nos pacientes (Svendsen et al., 

2003). Porém, até o presente momento, poucos estudos investigaram os 
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mecanismos envolvidos na dor crônica dos pacientes com EM. Além 

disso, diversos estudos têm demonstrado o importante papel 

desempenhado pelas cininas e seus receptores na modulação da dor 

inflamatória, assim como na dor neuropática (Calixto et al., 2004). Por 

esta razão, o próximo objetivo deste trabalho foi investigar se a inibição 

dos receptores das cininas durante a fase de indução da EAE poderia 

inibir também a dor neuropática associada à doença. Como ilustrado na 

Figura 14, a hiperalgesia mecânica induzida pela EAE foi caracterizada 

por aumento acentuado e duradouro na freqüência de resposta à 

estimulação com o filamento de Von Frey (0,4 g) na pata direita traseira 

dos animais. A hiperalgesia mecânica foi evidente já a partir do segundo 

dia, atingiu o pico máximo de resposta no dia 4 e permaneceu elevada 

durante os 14 dias de análise (Figura 14A e B). O tratamento dos 

animais com a DALBK ou com HOE-140 inibiu de forma significativa a 

hiperalgesia mecânica induzida pela EAE, com inibição de 66 ± 2% e 40 

± 2%, respectivamente (Figura 14A). No entanto, apenas a deleção do 

gene para o receptor B1 (camundongo B1R
-/-

) causou redução 

significativa na hiperalgesia mecânica induzida pela EAE (Figura 14B). 

Uma ressalva necessária é que neste protocolo, os animais foram 

avaliados apenas até o 14º dia após-imunização, já que a partir deste dia, 

o déficit locomotor apresentado pelos animais compromete as análises.  

 
Figura 14. O bloqueio dos B1R e B2R inibiu a hiperalgesia mecânica induzida 

pela EAE. Hiperalgesia mecânica (A e B) foi analisada no grupo controle, no grupo 

EAE, em animais previamente tratados com DALBK (50 nmol/kg), em animais pré-

tratados com HOE-140 (150 nmol/kg) (A), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e 

B2R
-/- (B). Os antagonistas foram administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 

h), durante cinco dias (dia 0-5). Os dados são apresentados como média ± EPM de 

6-9 animais/grupo e são representativos de três experimentos independentes. 

*p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-

hoc de Newmann-Keuls). 
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4.2 O bloqueio do receptor B1 durante a fase de indução da EAE 

diminui a resposta neuroinflamatória e a perda de mielina no SNC 
 

A patogênese da EM incluem infiltração de linfócitos T auto-

reativos e macrófagos para o SNC, assim como a ativação de células 

gliais residentes, as quais em conjunto induzem a morte de 

oligodendrócitos e a desmielinização (Bjartmar et al., 2003; Mcfarland e 

Martin, 2007). Estudos prévios sugerem que a inibição da ativação de 

células gliais e/ou a depleção de macrófagos e linfócitos T CD4
+
 

parecem melhorar a severidade da EAE (Polfliet et al., 2002; Guo et al., 

2007; Stromnes et al., 2008). Além disso, dados recentes sugerem que 

os receptores de cininas parecem modular a resposta inflamatória 

existentes em diversas patologias (Souza et al., 2004). Por esta razão, a 

próxima etapa deste projeto foi avaliar o potencial dos receptores de 

cininas em inibir o desenvolvimento da resposta neuroinflamatória e a 

desmielinização na medula espinhal dos animais após a indução da 

EAE.  

O número de células inflamatórias no SNC, assim como a área 

de desmielinização foram avaliados nos seguintes grupos: controle, 

EAE, DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia), HOE-140 (150 nmol/kg, i.p., 

2x dia) e nos animais nocautes B1R
-/-

 e B2R
-/-

 após 25 dias de 

imunização. Conforme ilustrado nas Figuras 15 e 16, as análises 

histológicas das medulas espinhais de animais controles mostram níveis 

muito discretos de células inflamatórias (Figura 15), com ausência de 

área de desmielinização (Figura 16). No entanto, após 25 dias de 

imunização, os animais do grupo com EAE apresentaram grande 

infiltração de células polimorfonucleares na medula espinhal (Figura 

15). Tal infiltrado inflamatório foi acompanhado de significativa 

desmielinização da substância branca da medula espinhal (Figura 16). 

De forma significativa, o tratamento dos animais com DALBK (50 

nmol/kg, i.p., 20x/dia) durante a fase de indução da EAE (dia 0 – dia 5) 

reduziu a resposta inflamatória na substância branca da medula espinhal 

(Figura 15A e C). Além disso, este mesmo tratamento restaurou os 

níveis de mielina, quando comparado com os animais do grupo EAE 

(Figura 16A e C). Confirmando os dados farmacológicos, os animais 

nocautes para o B1R (B1R
-/-

) apresentaram redução significativa no 

número de células inflamatórias na medula espinhal (Figura 15B e C), 

assim como também foi observado restauração da bainha de mielina 

(Figura 16B e C). 
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Figura 15. O bloqueio do B1R inibiu o número de células inflamatórias no SNC 

após a indução da EAE. (A e B) O número de células inflamatórias foi analisado 

no grupo controle, no grupo EAE, em animais previamente tratados com DALBK 

(50 nmol/kg), em animais pré-tratados com HOE-140 (150 nmol/kg), ou em 

camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-. Os antagonistas foram administrados por via 

i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). (C) Células 

inflamatórias foram visualizadas histologicamente (coloração H&E) em fragmentos 

lombares da medula espinhal obtidos no 25° dia pós-imunização. A quantificação foi 

baseada em uma média de quatro campos oculares da substância branca da medula 

espinhal de um total de 6-9 animais/grupo. Barra de escala corresponde a 25 µm. 

Detalhe: foco inflamatório presente no grupo EAE. DO: densidade óptica. Os dados 

são apresentados como média ± EPM e são representativos de três experimentos 

independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 

versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-

Keuls). 
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Figura 16. O bloqueio do B1R inibiu as áreas de desmielinização no SNC após a 

indução da EAE. (A e B) A área mielinizada foi analisada no grupo controle, no 

grupo EAE, em animais previamente tratados com DALBK (50 nmol/kg), em 

animais pré-tratados com HOE-140 (150 nmol/kg), ou em camundongos nocautes 

B1R
-/- e B2R

-/-. Os antagonistas foram administrados por via i.p., duas vezes ao dia 

(12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). (C) Bainha de mielina foi visualizada 

histologicamente (coloração LFB) em fragmentos lombares da medula espinhal 

obtidos no 25° dia pós-imunização. A quantificação foi baseada em uma média de 

quatro campos oculares da substância branca da medula espinhal de um total de 6-9 

animais/grupo. Barra de escala corresponde a 25 µm. Detalhe: marcação da área de 

desmielinização significativa no grupo EAE. DO: densidade óptica. Os dados são 

apresentados como média ± EPM e são representativos de três experimentos 

independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 

versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-

Keuls). 

 

A fim de investigar outras células inflamatórias que poderiam 

estar envolvidas na mediação dos efeitos antiinflamatórios observados 

para o antagonista B1 DALBK, ou mesmo nos animais nocautes para o 
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B1R, optou-se pelo ensaio de imunoistoquímica para avaliar o efeito dos 

receptores de cininas no número de linfócitos T CD3
+
 e na ativação de 

astrócitos no SNC após a indução da EAE. Na figura 17A estão 

demonstradas as fotos representativas das imunomarcações para os 

linfócitos T CD3
+
 na substância branca da medula espinhal. Como 

esperado, a indução da EAE resultou no aumento significativo do 

número de células CD3
+
 quando comparado com os animais do grupo 

controle (sem EAE) (Figura 17). De modo interessante, o tratamento 

sistêmico com o antagonista seletivo do B1R (DALBK, 50 nmol/kg, i.p., 

2x/dia) durante a fase de indução (Figura 17A e B) ou a utilização dos 

animais B1R
-/-

 (Figura 17A e C) reduziu significativamente o número de 

linfócitos T CD3
+
, tanto na região superficial quanto na região profunda 

da substância branca na medula espinhal após 25 dias. Ainda, as 

porcentagens de inibição observadas para o número de células CD3
+
 

foram de 80 e 71%, respectivamente para o tratamento com DALBK e 

no B1R
-/-

 (Figura 17B e C).  

Com relação à ativação dos astrócitos, na Figura 18A estão 

representadas as fotos ilustrativas das imunomarcações para GFAP na 

região lombar da medula espinhal. Semelhante ao que foi observado 

para o número de linfócitos CD3
+
, observou-se aumento significativo na 

expressão de GFAP na substância branca dos animais do grupo EAE, 

quando comparado com os níveis basais visualizado no grupo controle 

(Figura 18A). De modo relevante, o tratamento preventivo com a 

DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0 – 5) (Figura 18A e C), ou a 

deleção gênica do B1R (Figura 18A e C), preveniu significativamente a 

ativação dos astrócitos na medula espinhal, quando avaliado 25 dias 

após a indução da EAE. Além disso, as porcentagens de inibição 

observadas para ambos os grupos quanto à expressão do GFAP foram de 

58 e 54% na medula espinhal, respectivamente (Figura 18B e C).  
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Figura 17. O bloqueio do B1R inibiu o número de células CD3+ no SNC após a 

indução da EAE. (A) Imagens representativas da imunoreatividade na medula 

espinhal. (B e C) O número de células CD3+ foi analisado no grupo controle, no 

grupo EAE, DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5), HOE-140 (150 nmol/kg, 

i.p., 2x/dia, dia 0-5), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-. Barra de escala 

corresponde a 50 µm. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de três experimentos independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 versus o 

grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via 

seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
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Figura 18. O bloqueio do B1R inibiu a ativação de astrócitos no SNC após a 

indução da EAE. (A) Imagens representativas da imunoreatividade na medula 

espinhal. (B e C) A expressão de GFAP foi analisada no grupo controle, no grupo 

EAE, DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5), HOE-140 (150 nmol/kg, i.p., 

2x/dia, dia 0-5), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-. Barra de escala 

corresponde a 50 µm. DO: densidade óptica. Os dados são apresentados como média 

± EPM e são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o 

grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via 

seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

4.3 Papel das cininas sobre a expressão do fator de transcrição 

CREB na medula espinhal de camundongos com EAE 

 

Dados recentes sugerem que durante o desenvolvimento da 

EAE, o fator de transcrição de ligação responsiva ao AMPc - CREB 

(phospho-cyclic AMP response element binding protein) encontra-se 

fosforilado e aumentando na medula espinhal dos animais (Kim et al., 

2007), o qual contribui para a ativação de macrófagos e microglia, 

aumento das moléculas co-estimulatórias e do MHC (Gobin et al., 2001; 

Kim et al., 2007). Assim, o próximo objetivo deste trabalho foi avaliar o 
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papel dos receptores das cininas na ativação do fator de transcrição 

CREB na substância branca da medula espinhal. Como ilustrado na 

Figura 19, a indução da EAE resultou no aumento significativo da 

fosforilação do CREB na substância branca da medula espinhal. O 

tratamento preventivo com a DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5) 

(Figura 19A e B) ou a utilização dos animais B1R
-/-

 (Figura 19A e C), 

bloqueou de forma significativa a fosforilação do CREB na substância 

branca da medula espinhal 25 dias pós-imunização. Além disso, de 

modo interessante, o tratamento sistêmico com o HOE-140 (150 

nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5) (Figura 19A e B) ou a deleção gênica do 

receptor B2 (B2R
-/-

) (Figura 19A e C), preveniu significativamente o 

aumento da fosforilação do fator de transcrição CREB na substância 

branca da medula espinhal 25 dias pós-imunização.  

 
Figura 19. O bloqueio dos receptores B1 e B2 preveniu a ativação do fator de 

transcrição CREB após a indução da EAE. (A) Imagens representativas da 

imunoreatividade na medula espinhal. (B e C) A expressão de CREB foi analisada 

no grupo controle, no grupo EAE, DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5), HOE-

140 (150 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5), ou em camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-

. Barra de escala corresponde a 50 µm.  Os dados são apresentados como média ± 

EPM e são representativos de três experimentos independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 

versus o grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de 

uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
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4.4 O bloqueio do B1R na fase de indução da EAE limita a 

expansão/ativação/proliferação de linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 assim 

como a produção de citocinas efetoras em tecidos linfóides 

periféricos 

 

Trabalhos recentes sugerem que a extensão da resposta 

neuroinflamatória durante a EAE está diretamente associada com a 

ativação periférica de linfócitos T CD4
+
 (Goverman, 2009). Por esta 

razão, a próxima etapa deste projeto foi avaliar a participação dos 

receptores das cininas na modulação da resposta imunológica em tecidos 

linfóides periféricos. Assim, 25 dias após da indução da EAE, células 

dos linfonodos inguinais foram obtidas dos animais B1R
-/-

, B2R
-/-

 ou de 

camundongos tratados previamente com a DALBK (50 nmol/kg, i.p., 

dia 0-5) ou HOE-140 (150 nmol/kg, i.p., dia 0-5). Em seguida, os 

linfócitos foram re-estimulados in vitro com MOG35-55 e analisados para 

a produção de citocinas e expressão de CD69, marcador de ativação de 

células T. Como pode ser observado nas Figuras 20 e 21, após a coleta 

do sobrenadante, os níveis das citocinas IL-17 (Figura 20A e 21A), IFN-

γ (Figura 20B e 21B) e TNF-α (Figura 20C e 21C) foram aumentados 

significativamente após a re-ativação in vitro com MOG35-55 no grupo 

EAE. De maneira interessante, os níveis de IL-17, IFN-γ e TNF-α foram 

reduzidos nos linfócitos reativos a MOG isolados dos animais pré-

tratados com a DALBK (50 nmol/kg, i.p.) (Figura 20A - C), ou nos 

animais nocautes (B1R
-/-

) (Figura 21A - C). Além disso, o pré-

tratamento com o HOE-140 ou a utilização dos animais B2R
-/-

 produziu 

diminuição discreta apenas nos níveis de TNF-α (Figura 20C) e IL-17 

(Figura 21A), respectivamente. Adicionalmente, de maneira 

significativa o bloqueio do B1R (Figura 20D) durante a fase de indução 

restaurou os níveis de IL-4 nas células obtidas dos linfonodos após a re-

ativação in vitro quando comparado com os linfócitos isolados do grupo 

com EAE, os quais apresentaram níveis muito baixos de IL-4. 

Entretanto os níveis de IL-4 nos animais B1R
-/-

 não foram restaurados 

(Figura 21D).  
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Figura 20. O bloqueio do receptor B1 reduziu a produção de citocinas 

encefalitogênicas nos linfonodos inguinais. Os níveis de IL-17 (A), IFN-γ (B), 

TNF-α (C), e IL-4 (D) foram avaliados no sobrenadante dos linfócitos (1 × 106 

células/poço) obtidos 25 dias após a imunização do grupo controle, EAE, de animais 

previamente tratados com DALBK (50 nmol/kg) ou com HOE-140 (150 nmol/kg) 

cultivados na presença ou ausência de MOG35-55 (10 µg/mL). N.D., níveis não 

detectados. Os dados são apresentados como média ± EPM e são representativos de 

dois experimentos independentes. #p<0,05 e ##p<0,001 versus o grupo controle com 

MOG35-55, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE com MOG35-55 (ANOVA de 

uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
 

 

 

 

 

 



53 

 
 

 
 

Figura 21. O bloqueio do receptor B1 inibiu a produção de citocinas 

encefalitogênicas nos linfonodos inguinais. Os níveis de IL-17 (A), IFN-γ (B), 

TNF-α (C), e IL-4 (D) foram avaliados no sobrenadante dos linfócitos (1 × 106 

células/poço) obtidos 25 dias após a imunização do grupo controle, EAE, ou de 

camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/- cultivados na presença ou ausência de MOG35-

55 (10 µg/mL). N.D., níveis não detectados. Os dados são apresentados como média 

± EPM e são representativos de dois experimentos independentes. ##p<0,001 versus 

o grupo controle com MOG35-55, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE com 

MOG35-55 (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Após a coleta do sobrenadante para a dosagem das citocinas 

Th1, Th17 e Th2, conforme descrito acima, os linfócitos foram 

coletados e analisados por citometria de fluxo quanto à expressão do 
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marcador de ativação CD69. De acordo com as Figuras 22 e 23, o 

modelo de EAE induziu aumento significativo na ativação de linfócitos 

CD4
+
CD69

+
 (Figura 22A e 23A) e CD8

+
CD69

+
 (Figura 22B e 23B), 

após a re-ativação in vitro com MOG35-55 no grupo EAE. De forma 

significativa, o pré-tratamento com o antagonista do B1R, a DALBK, 

durante a fase de indução da EAE, diminuiu os níveis de ativação dos 

linfócitos CD4
+
CD69

+
 (Figura 22A) e CD8

+
CD69

+
 (Figura 22B), 

resultando em uma porcentagem de inibição de 30 e 47%, 

respectivamente. O tratamento com HOE-140 (150 nmol/kg, i.p., 2x/dia, 

dia 0-5) inibiu de maneira significativa apenas a ativação dos linfócitos 

CD8
+
CD69

+
 (Figura 22B).   

 

 
 

Figura 22. O bloqueio dos receptores B1 e B2 reduziu os níveis de ativação dos 

linfócitos CD4+CD69+ e CD8+CD69+ nos linfonodos inguinais. Linfócitos (1 × 106 

células/poço) obtidos 25 dias após a imunização do grupo controle, EAE, de animais 

previamente tratados com DALBK (50 nmol/kg) ou com HOE-140 (150 nmol/kg) 

foram cultivados na presença ou ausência de MOG35-55 (10 µg/mL) por 3 dias; os 

níveis de expressão de CD69+ em linfócitos CD4+ (A) e CD8+ (B) foram avaliados 

por citometria de fluxo. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de dois experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle com MOG35-55, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE com MOG35-55 

(ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Em seguida, confirmando os dados farmacológicos, os animais 
nocautes para o B1R (B1R

-/-
) e para o B2R (B2R

-/-
) apresentaram redução 

significativa no número de linfócitos T CD4
+
CD69

+
 (Figura 23A) e 

CD8
+
CD69

+
 (Figura 23B) ativados no tecido linfóide periférico, quando 

comparado com os animais do grupo EAE.  
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Figura 23. A deleção gênica dos receptores B1 e B2 reduziu os níveis de ativação 

dos linfócitos CD4+CD69+ e CD8+CD69+ nos linfonodos inguinais. Linfócitos (1 

× 106 células/poço) obtidos 25 dias após a imunização do grupo controle, EAE, ou 

de camundongos nocautes B1R
-/- e B2R

-/-foram cultivados na presença ou ausência 

de MOG35-55 (10 µg/mL) por 3 dias; os níveis de expressão de CD69+ em linfócitos 

CD4+ (A) e CD8+ (B) foram avaliados por citometria de fluxo. Os dados são 

apresentados como média ± EPM e são representativos de dois experimentos 

independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle com MOG35-55, *p<0,05 e 

**p<0,001 versus o grupo EAE com MOG35-55 (ANOVA de uma via seguida pelo 

post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Estudo recente demonstrou que células T CD4
+
 são ativadas na 

periferia por células apresentadoras de antígenos (APCs) via MHC de 

classe II, que por sua vez, aumentam sua resposta proliferativa e 

conseqüentemente migram para o espaço subaracnóideo, resultando na 

formação de grandes agregados de linfócitos T no SNC (Kivisakk et al., 
2009). Por esta razão, a próxima etapa deste projeto foi avaliar a 

participação dos receptores de cininas na resposta proliferativa de 

células T em tecidos linfóides periféricos. Para isso, esplenócitos e 

linfócitos foram obtidos do grupo EAE, ou de camundongos nocautes 

B1R
-/-

 e B2R
-/-

, 14 e 25 dias após a indução da EAE. Como ilustrado na 

Figura 24, a indução da EAE induziu aumento significativo na 

proliferação de esplenócitos (Figura 24A e B) e de linfócitos (Figura 

24C), após a re-ativação in vitro com MOG35-55, tanto no 14º dia como 

no 25º após a indução da EAE. De forma interessante, o bloqueio do 

B1R reduziu a resposta proliferativa no baço apenas no 14º dia (Figura 

24A) e no linfonodos no 25º (Figura 24C) após a indução da EAE. Em 

conjunto, os nossos dados sugerem que o bloqueio dos receptores das 
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cininas, especialmente o B1R, durante a fase de indução da EAE, 

bloqueia o desenvolvimento da doença por diminuir a 

expansão/ativação/proliferação de linfócitos pró-encefalitogênicos Th1 e 

Th17, além de aumentar o número de linfócitos antiinflamatórios Th2 

no tecido linfóide periférico. 

 

 
 

Figura 24. A deleção gênica do B1R diminuiu a proliferação de esplenócitos e 

linfócitos após a indução da EAE. Esplenócitos e linfócitos (1 × 106 células/poço) 

obtidos no 14º (A) e 25º (B e C) dia, a partir do grupo EAE e de animais nocautes 

B1R
-/- e B2R

-/- foram cultivados na presença ou ausência de MOG35-55 (10 µg/mL), 

respectivamente. Após 60 h, 0,5 μCi por poço de [3H] timidina foi adicionada a cada 

poço e incubada por mais 12 h. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05 versus o grupo EAE 

com MOG35-55 (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

4.5 Inibição do B1R na fase de indução da EAE suprimiu os 

linfócitos Th17 e Th1 no SNC 
 

Crescentes evidências sugerem que as células Th17 e Th1, 

controlam a resposta neuroinflamatória na EM (Moldovan et al., 2003; 

Stromnes et al., 2008; Tzartos et al., 2008). Os linfócitos Th17 

produzem principalmente a citocina IL-17A mediado pela ativação do 

fator de transcrição do receptor órfão relacionado ao ácido retinóico 

gama (ROR-γT), enquanto que as células Th1 são caracterizadas pela 

produção de IFN-γ e TNF-α, sendo que sua diferenciação é orquestrada 
pelo fator de transcrição T-bet (Bettelli et al., 2008). Por esta razão, o 

próximo objetivo deste trabalho foi avaliar se os receptores de cininas 

poderiam modular a resposta neuroinflamatória, através da modulação 

de linfócitos Th17 e Th1, após a indução da EAE. Como pode ser 

observado na Figura 25, à indução da EAE resultou no aumento 



57 

 
significativo nos níveis de RNAm para a citocina IL-17A (Figura 25A) e 

para o fator de transcrição ROR-γT (Figura 25B) na medula espinhal 25 

dias após a indução. Em contrapartida, o pré-tratamento dos animais 

com a DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5) reduziu, de forma 

significativa, a expressão de IL-17 (Figura 25A) e de ROR-γT (Figura 

25B) no SNC, com porcentagens de inibição de 83 e 88%, 

respectivamente. Por outro lado, o pré-tratamento com o HOE-140 (150 

nmol/kg, i.p., dia 0-5) foi capaz de reduzir apenas a expressão do fator 

de transcrição ROR-γT (Figura 25).  

 

 
Figura 25. O pré-tratamento com o antagonista seletivo do B1R inibiu os 

linfócitos CD4+ Th17 no SNC após a indução da EAE. Os níveis de RNAm para 

IL-17A (A) e ROR-γT (B) foram avaliados por RT-PCR. O RNAm total foi extraído 

da medula espinhal, porção lombar, de animais do grupo controle, EAE, de animais 

previamente tratados com DALBK (50 nmol/kg) ou com HOE-140 (150 nmol/kg). 

O RNAm para GAPDH foi utilizado para normalizar a quantidade relativa de 

RNAm. Os dados são apresentados como média ± EPM e são representativos de três 

experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e 

**p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de 

Newmann-Keuls). 

 

Com relação ao número de células CD4
+
 Th1 no SNC, na 

Figura 26 estão demonstrados os níveis de RNAm para o TNF-α (Figura 

26A), IFN-γ (Figura 26B) e para o fator de transcrição T-bet (Figura 

26C). Após a indução da EAE, os animais tratados apenas com veículo 

apresentaram aumento significativo na expressão destes mediadores. De 

modo relevante, o tratamento com o antagonista seletivo do B1R 

(DALBK, 50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5) preveniu de forma 

significativa o aumento da expressão do RNAm para o TNF-α (Figura 

26A), IFN-γ (Figura 26B) e T-bet (Figura 26C) na medula espinhal após 

25 dias de indução da EAE. Além disso, o tratamento com o antagonista 

seletivo para o B2R foi capaz de inibir de maneira significativa, apenas a 
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expressão do fator de transcrição T-bet (Figura 26). Estes dados, 

analisados em conjunto, sugerem que o bloqueio dos receptores de 

cininas, especialmente o subtipo B1R durante a fase de gênese da EAE, 

além de inibir a resposta imunológica nos tecidos linfóides periféricos, 

foi também capaz de inibir a resposta neuroinflamatória, através da 

modulação das células encefalitogênicas Th17 e Th1.   

 

 
Figura 26. O pré-tratamento com o antagonista seletivo do B1R inibiu os 

linfócitos CD4+ Th1 no SNC após a indução da EAE. Os níveis de RNAm para o 

TNF-α (A), IFN-γ (B) e T-bet (C) foram avaliados por RT-PCR. O RNAm total foi 

extraído da medula espinhal de animais do grupo controle, EAE, de animais pré-

tratados com DALBK (50 nmol/kg) ou com HOE-140 (150 nmol/kg). O RNAm para 

GAPDH foi utilizado para normalizar a quantidade relativa de RNAm. Os dados são 

apresentados como média ± EPM e são representativos de três experimentos 

independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o 

grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

De forma interessante, a indução da EAE induziu o aumento 

significativo na expressão do B1R na medula espinhal após 25 dias de 

indução (Figura 27A). Por outro lado, os animais tratados previamente 
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com o antagonista seletivo para o B1R (DALBK, 50 nmol/kg, i.p., 

2x/dia, dia 0-5) inibiu significativamente à expressão do próprio 

receptor B1 (Figura 27A), enquanto que o tratamento com HOE-140 

(150 nmol/kg, i.p., dia 0-5) não foi capaz de modular a expressão do 

B1R (Figura 27A). Além disso, outro grupo de experimento foi 

conduzido com o objetivo de avaliar se os animais nocautes para o B1R 

(B1R
-/-

) poderiam apresentar algum nível de RNAm para o próprio 

receptor após a indução da EAE. Conforme ilustrado na Figura 27B, 

após a indução da EAE foi observado aumento relevante no RNAm para 

o B1R no grupo tratado apenas com veículo, enquanto que nos animais 

com deleção gênica para o B1R (B1R
-/-

) o RNAm para o próprio B1R não 

foi detectado. Estes últimos resultados são extremamente relevantes para 

confirmar que os animais B1R
-/-

 utilizados neste projeto não expressam o 

receptor de bradicinina tipo 1 (Figura 27B).  

 
Figura 27. O bloqueio do B1R preveniu o aumento do RNAm para o B1R no 

SNC, após a indução da EAE. O RNAm total foi extraído da medula espinhal de 

animais do grupo controle, EAE, de animais pré-tratados com DALBK (50 

nmol/kg), de animais pré-tratados com HOE-140 (150 nmol/kg) ou de animais 

nocautes para o B1R
-/-. Os níveis de RNAm para B1R (A e B) foi avaliado por RT-

PCR. O RNAm para GAPDH foi utilizado para normalizar a quantidade relativa de 

RNAm. N.D., níveis não detectados de RNAm. Os dados são apresentados como 

média ± EPM e são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 

versus o grupo controle, **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via 

seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

4.6 O bloqueio do B1R após o início da doença reduziu os sinais 

clínicos e a neuroinflamação induzida pela EAE 

Tendo em vista que os pacientes com EM necessitam de 

terapias mais eficazes após o surgimento e/ou desenvolvimento da 

doença, o próximo objetivo deste trabalho foi investigar se o tratamento 

terapêutico com o antagonista do B1R, DALBK (50 nmol/kg, i.p.), ou 

com o antagonista do B2R, HOE-140 (150 nmol/kg, i.p.) poderiam 
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modular os sinais clínicos, assim como a neuroinflamação induzida pela 

EAE. Desta forma, os animais foram devidamente tratados durante 

cinco dias, 2x/dia, após o surgimento dos primeiros sinais clínicos da 

EAE, entre os dias 15 ao dia 20 pós-imunização, caracterizando a fase 

crônica da EAE. De maneira relevante, o tratamento terapêutico com 

DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 15-20) inibiu de maneira 

significativa os sinais clínicos (Figura 28A) e o déficit locomotor 

(Figura 28B) induzidos pela EAE, quando comparado com o grupo 

EAE. Além disso, nos animais tratados com DALBK (50 nmol/kg, i.p., 

2x/dia) durante a fase crônica da EAE, pode-se observar uma 

diminuição na perda de peso corporal em relação aos animais do grupo 

EAE (Figura 28C).  

 
Figura 28. O tratamento terapêutico com o antagonista seletivo do B1R reduziu 

os sinais clínicos induzidos pela EAE. Escore clínico (A), atividade locomotora (C) 

e a proporção ganho em relação à perda de peso no pico da doença (19º dia após a 

imunização) foram analisadas no grupo controle, no grupo com EAE, em animais 

terapeuticamente tratados com DALBK (50 nmol/kg), ou com HOE-140 (150 

nmol/kg). Os dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e 

são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida 

pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
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Outro parâmetro avaliado foi à resposta neuroinflamatória 

induzida pela EAE. Para isso, a medula espinhal dos animais do grupo 

controle, do grupo com EAE, de animais terapeuticamente tratados com 

o antagonista seletivo do B1R - DALBK (50 nmol/kg), ou dos animais 

tratados terapeuticamente com o antagonista seletivo do B2R - HOE-140 

(150 nmol/kg) foram obtidas 25 dias após a indução da EAE. Conforme 

ilustrado nas Figuras 29 e 30, as análises histológicas das medulas 

espinhais dos animais controles sem EAE não apresentaram infiltrado de 

células inflamatórias (Figura 29), assim como nenhuma área de 

desmielinização (Figura 30). Em contrapartida, após a indução da EAE, 

os animais apresentaram foco inflamatório na medula espinhal (Figura 

29) e desmielinização da substância branca da medula espinhal (Figura 

30). De forma significativa, o tratamento dos animais com a DALBK 

(50 nmol/kg, i.p., 20x/dia) durante a fase crônica da EAE (dia 15 – dia 

20) reduziu, de maneira significativa, o infiltrado inflamatório de células 

polimorfonucleares na medula espinhal (Figura 29A e B), assim como 

preveniu a desmielinização na substância branca da medula espinhal 

quando comparado com os animais do grupo EAE (Figura 30A e B). Por 

outro lado, o tratamento terapêutico com o HOE-140 (150 nmol/kg, i.p., 

2x/dia, dia 15-20), não inibiu, de maneira significativa, a progressão da 

EAE, assim como o número de células inflamatórias e a desmielinização 

na medula espinhal após 25 dias de imunização. 

Além disso, a indução da EAE induziu de maneira significativa 

a ativação de células gliais como, por exemplo, astrócitos (Figura 31) e 

microglia (Figura 32) na medula espinhal 25 dias após a imunização. De 

modo relevante, o tratamento com a DALBK (50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, 

dia 0 – 5) durante a fase crônica da EAE preveniu significativamente a 

ativação dos astrócitos (Figura 31A e B) e da microglia (Figura 32A e 

B) na medula espinhal, 25 dias após a indução da EAE. Além disso, as 

porcentagens de inibição observadas quanto à expressão do GFAP e do 

Iba-1, na medula espinhal foram de 81 e 74%, respectivamente (Figuras 

31 e 32). Ainda, foi possível observar que o tratamento com o HOE-140 

(150 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 15-20) inibiu de maneira significativa a 

expressão de GFAP (Figura 31A e B) e Iba-1 (Figura 32A e B) na 

substância branca da medula espinhal após 25 dias de imunização, com 

inibições de 34 e 84%, respectivamente.  
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Figura 29. O bloqueio do B1R após o surgimento dos sintomas da EAE inibiu o 

número de células inflamatórias no SNC. (A e B) O número de células 

inflamatórias foi analisado no grupo controle, no grupo EAE, em animais tratados 

com DALBK (50 nmol/kg), ou com HOE-140 (150 nmol/kg). Os antagonistas foram 

administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 15-

20). (B) A quantificação foi baseada em uma média de quatro campos oculares da 

substância branca da medula espinhal de um total de 6-9 animais/grupo. Barra de 

escala corresponde a 25 µm. Detalhe: foco inflamatório presente no grupo EAE. 

DO: densidade óptica. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, *p<0,05 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc 

de Newmann-Keuls). 
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Figura 30. O bloqueio do B1R durante a fase crônica da EAE preveniu a 

desmielinização no SNC, após a indução da EAE. (A e B) A área mielinizada foi 

analisada foi analisada no grupo controle, no grupo EAE, em animais tratados com 

DALBK (50 nmol/kg), ou com HOE-140 (150 nmol/kg). Os antagonistas foram 

administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 15-

20). (B) A quantificação foi baseada em uma média de quatro campos oculares da 

substância branca da medula espinhal de um total de 6-9 animais/grupo. Barra de 

escala corresponde a 25 µm. Detalhe: marcação da área de desmielinização 

significativa no grupo EAE. DO: densidade óptica. Os dados são apresentados como 

média ± EPM e são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 

versus o grupo controle, *p<0,05 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida 

pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
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Figura 31. O bloqueio do B1R durante a fase crônica da EAE inibiu a ativação 

de astrócitos no SNC. (A) Imagens representativas da imunoreatividade na medula 

espinhal. (B) A expressão de GFAP foi analisada no grupo controle, no grupo EAE, 

em animais tratados com DALBK (50 nmol/kg), ou com HOE-140 (150 nmol/kg). 

Os antagonistas foram administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), 

durante cinco dias (dia 15-20). (B) A quantificação foi baseada em uma média de 

quatro campos oculares da substância branca da medula espinhal de um total de 6-9 

animais/grupo. Barra de escala corresponde a 100 µm. DO: densidade óptica. Os 

dados são apresentados como média ± EPM e são representativos de três 

experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e 

**p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de 

Newmann-Keuls). 
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Figura 32. O bloqueio do B1R durante a fase crônica da EAE inibiu a ativação 

microglial no SNC. (A) Imagens representativas da imunoreatividade na medula 

espinhal. (B) A expressão de Iba-1 foi analisada no grupo controle, no grupo EAE, 

em animais tratados com DALBK (50 nmol/kg), ou com HOE-140 (150 nmol/kg). 

Os antagonistas foram administrados por via i.p., duas vezes ao dia (12/12 h), 

durante cinco dias (dia 15-20). (B) A quantificação foi baseada em uma média de 

quatro campos oculares da substância branca da medula espinhal de um total de 6-9 

animais/grupo. Barra de escala corresponde a 25 µm. DO: densidade óptica. Os 

dados são apresentados como média ± EPM e são representativos de três 

experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, **p<0,001 versus o 

grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Ainda, a fosforilação do CREB na substância branca da medula 

espinhal foi 12 vezes maior em animais com EAE, do que nos animais 

controle. De maneira relevante, o tratamento terapêutico com a DALBK 

(50 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 15-20) (Figura 33A e B), ou com o HOE-

140 (150 nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 15-20) (Figura 33A e B), bloqueou de 

forma significativa a fosforilação do CREB na substância branca da 

medula espinhal 25 dias pós-imunização. A seguir foi avaliado se o 

bloqueio dos receptores de cininas, durante a fase crônica da EAE, 

poderia controlar a perda axonal induzida pela imunização dos animais 

com MOG35-55. Para isso, o nível de expressão do neurofilamento-H, 

uma marcador de integridade do citoesqueleto neuronal (Trapp et al., 
1998), foi avaliado na medula espinhal dos animais, 25 dias após a 

imunização. Na Figura 34 estão demonstradas as fotos representativas 
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da imunomarcação para o NF-H nos neurônios presentes na substância 

cinzenta da medula espinhal. Como esperado, a indução da EAE 

resultou em diminuição significativa da expressão do NF-H na medula 

espinhal, demonstrando perda axonal relevante nos animais do grupo 

EAE (Figura 34A e B). De modo interessante, o tratamento terapêutico 

com DALBK (50 nmol/kg, i.p.) e HOE-140 (150 nmol/kg, i.p.), durante 

a fase crônica da EAE, reduziu significativamente a perda axonal 

induzida pela EAE (Figura 34A e B). Em conjunto estes dados sugerem 

que o bloqueio dos receptores de cininas, especialmente o B1R, no SNC 

inibiu a progressão da EAE, principalmente por afetar a ativação/função 

das células gliais como, por exemplo, astrócitos e microglia, as quais em 

conjunto poderiam induzir a neuroinflamação.  

 

 
Figura 33. O bloqueio do B1R durante a fase crônica da EAE bloqueou a 

fosforilação do CREB no SNC. (A) Imagens representativas da imunoreatividade 

na medula espinhal. (B) A expressão de CREB fosforilado foi analisada no grupo 

controle, no grupo EAE, em animais tratados com DALBK (50 nmol/kg), ou com 

HOE-140 (150 nmol/kg). Os antagonistas foram administrados por via i.p., duas 

vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 15-20). (B) A quantificação foi 

baseada em uma média de quatro campos oculares da substância branca da medula 

espinhal de um total de 6-9 animais/grupo. Barra de escala corresponde a 25 µm. 

DO: densidade óptica. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-

hoc de Newmann-Keuls). 
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Figura 34. O tratamento terapêutico com o antagonista seletivo do B1R e do 

B2R restaurou a expressão do NF-H no SNC. (A) Imagens representativas da 

imunoreatividade na medula espinhal. (B) A expressão de NF-H foi analisada no 

grupo controle, no grupo EAE, em animais tratados com DALBK (50 nmol/kg), ou 

com HOE-140 (150 nmol/kg). Os antagonistas foram administrados por via i.p., 

duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 15-20). (B) A quantificação foi 

baseada em uma média de quatro campos oculares da substância branca da medula 

espinhal de um total de 6-9 animais/grupo. Barra de escala corresponde a 25 µm. 

DO: densidade óptica. Os dados são apresentados como média ± EPM e são 

representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-

hoc de Newmann-Keuls). 
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4.7 Antagonistas dos B1R e B2R bloqueiam a liberação e a expressão 

de mediadores pró-inflamatórios pelos astrócitos 
 

A fim de investigar o possível mecanismo pelos quais os 

receptores de cininas modulam a neuroinflamação durante a fase crônica 

da EAE, o próximo objetivo deste trabalho foi avaliar se o bloqueio dos 

receptores B1 e B2 de bradicinina poderiam diminuir a 

expressão/produção de mediadores pró-inflamatórios em cultura 

primária de astrócitos.  Estas células foram isoladas do córtex de 

animais C57BL/6 neonatos (1-3 dias) e tratadas com diferentes drogas, 

conforme descrito na seção material e métodos. De acordo com as 

Figuras 35 e 36, níveis reduzidos de TNF-α (Figura 35A), IL-6 (Figura 

35B) e CXCL1/KC (Figura 35C), assim como RNAm para COX-2 

(Figura 36A) e NOS-2 (Figura 36B) foram detectados no grupo 

controle. No entanto, a estimulação in vitro dos astrócitos com IFN-γ 

(50 U/mL) por 48 horas aumentou, de maneira significativa, a produção 

de TNF-α, IL-6 e CXCL1/KC, assim como a expressão da COX-2 e 

NOS-2 (Figura 35 e 36). Para verificar o envolvimento dos receptores de 

cininas na ativação destas células, os astrócitos foram incubados com o 

antagonista seletivo para o B1R (DALBK, 5 µM), ou com o antagonista 

seletivo para o B2R (HOE-140, 5 µM). Os resultados das Figuras 35 e 

36 demonstram que o tratamento in vitro com DALBK (5 µM) inibiu de 

maneira significativa a produção de TNF-α (Figura 35A), IL-6 (Figura 

35B) e CXCL1/KC (Figura 35C), assim como a expressão de COX-2 

(Figura 36A) e NOS-2 (Figura 36B), em astrócitos estimulados com 

IFN-γ (50 U/mL). De maneira interessante, o antagonista do B1R não foi 

capaz de modular o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

(Figura 36C). Além disso, o tratamento com HOE-140 (5 µM) inibiu 

apenas o RNAm da COX-2 e da NOS-2 (Figuras 35 e 36), o que poderia 

explicar o efeito parcial do B2R em modular a progressão da EAE 

durante a fase crônica.   
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Figura 35. Efeito da adição dos antagonistas seletivos para o B1R e B2R sobre a 

produção de citocinas/quimiocinas induzida por IFN-γ em cultura primária de 

astrócitos. Os astrócitos foram coletados, cultivados e estimulados in vitro com 

IFN-γ (50 U/mL) por 48 horas, na presença ou ausência do antagonista do B1R 

(DALBK, 5 µM) ou do B2R (HOE-140, 5 µM). Os antagonistas foram adicionados 

18 h previamente e juntamente com o IFN-γ. Após 48 h, os sobrenadantes foram 

coletados e os níveis de TNF-α (A), IL-6 (B) e CXCL1/KC (C) determinados por 

ELISA. Os dados são apresentados como média ± EPM e são representativos de três 

experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo não tratado, *p<0,05 versus 

o grupo tratado com IFN-γ (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de 

Newmann-Keuls). 
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Figura 36. Efeito da adição dos antagonistas seletivos para o B1R e B2R sobre a 

expressão de mediadores pró-inflamatórios em cultura primária de astrócitos. 
Os astrócitos foram coletados, cultivados e estimulados in vitro com IFN-γ (50 

U/mL) por 48 h, na presença ou ausência do antagonista do B1R (DALBK, 5 µM) ou 

do B2R (HOE-140, 5 µM). Os antagonistas foram adicionados 18 h previamente e 

juntamente com o IFN-γ. Após 48 h, os níveis de RNAm para a COX-2 (A), NOS-2 

(B) e BDNF (C) foram avaliados por RT-PCR. O RNAm para GAPDH foi utilizado 

para normalizar a quantidade relativa de RNAm. Os dados são apresentados como 

média ± EPM e são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 

versus o grupo não tratado, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo tratado com IFN-γ 

(ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

 

4.8 A ativação do B1R durante a fase aguda da EAE inibiu os sinais 

clínicos e a neuroinflamação no SNC: efeito dual do receptor B1 de 

bradicinina na EAE 
 
Os dados gerados até o presente momento deste trabalho, 

juntamente com os trabalhos previamente publicados, sugerem que o 

bloqueio dos receptores de cininas, especialmente o subtipo B1R, inibe 

de forma significativa a gênese e progressão da EAE (Prat et al., 2005; 
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Dos Santos et al., 2008; Gobel et al., 2011). No entanto, um inesperado 

estudo demonstrou que o tratamento de animais selvagens com o 

agonista seletivo do B1R inibe a progressão da EAE, sugerindo que a 

ativação do receptor B1 de bradicinina restringe a migração de linfócitos 

Th1 e Th17 auto-agressivos para o SNC (Schulze-Topphoff et al., 

2009). A fim de tentarmos esclarecer estas discrepâncias, a última etapa 

deste projeto avaliou se a administração do agonista seletivo para o B1R 

poderia exercer alguma ação protetora nas diferentes fases da EAE. 

Inicialmente, os animais foram devidamente tratados com o agonista 

seletivo do receptor B1 a des-Arg
9
-bradicinina (DABK, 300 nmol/kg) 

durante a fase de indução da doença, ou seja, entre os dias 0 e dia 5. O 

agonista foi administrado por via i.p. com duas injeções diárias (12/12 

horas), sendo que os animais foram avaliados até 25° dia pós-

imunização.  

Os resultados da Figura 37 demonstraram que a ativação do 

B1R durante a fase de indução da EAE não inibiu, de maneira 

significativa, o desenvolvimento da doença. Os animais tratados com 

DABK apresentaram paralisia crescente a partir do 15º dia após a 

imunização (dia do surgimento dos sintomas: 15 ± 0,5), atingindo o 

escore clínico máximo a partir do 20º dia (escore máximo: 3,5 ± 0,2), o 

qual se manteve até o último dia de análise. De maneira interessante, os 

animais tratados com DABK não apresentaram diferença estatística nos 

sinais clínicos quando comparado com os animais do grupo EAE 

(Figura 37A e B). Por outro lado, o tratamento com o antagonista do 

B1R, a DALBK, foi capaz de bloquear significativamente os sinais 

clínicos induzidos pela EAE (Figura 37A e B). Além disso, a Figura 

37C ilustra que os animais tratados com o agonista DABK (300 

nmol/kg, i.p., 2x/dia, dia 0-5) apresentaram aumento na hiperalgesia 

mecânica induzida pela EAE, de maneira similar aos animais do grupo 

EAE.   
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Figura 37. A ativação do B1R durante a fase de indução da EAE não bloqueou a 

gênese da EAE. Animais foram imunizados com um mistura do peptídeo MOG35–55 

/CFA e toxina Pertussis. Escore clínico (A), área sob a curva (ASC) (B) e 

hiperalgesia mecânica (C) foram analisados no grupo controle sem EAE, no grupo 

com EAE, em animais previamente tratados com o agonista seletivo do B1R - 

DABK (300 nmol/kg) ou em animais pré-tratados com o antagonista seletivo do B1R 

- DALBK (50 nmol/kg) por um período de 25 dias pós-imunização. 

Agonista/antagonista foram administrados por via intraperitoneal (i.p.), duas vezes 

ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 0-5). Os dados são apresentados como 

média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são representativos de dois experimentos 

independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, **p<0,001 versus o grupo EAE 

(ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Em seguida, o próximo objetivo deste trabalho foi avaliar se o 

tratamento com a DABK durante a fase crônica da EAE poderia reduzir 

a progressão da doença. Como ilustrado na Figura 38, o tratamento 

terapêutico com o agonista DABK (300 nmol/kg, i.p.) durante a fase 

crônica da EAE (dia 15-20) não inibiu, de maneira significativa, a 
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progressão da EAE, quando comparado com o antagonista DALBK (50 

nmol/kg, i.p.) (Figura 38A e B). 

 

 
 

Figura 38. A ativação do B1R durante a fase crônica da EAE não inibiu a 

progressão da doença. Animais foram imunizados com o peptídeo MOG35–55 /CFA 

e toxina Pertussis. Escore clínico (A) e área sob a curva (ASC) (B) foram analisados 

no grupo controle sem EAE, no grupo com EAE, em animais terapeuticamente 

tratados com o agonista seletivo do B1R - DABK (300 nmol/kg) ou em animais 

tratados com o antagonista seletivo do B1R - DALBK (50 nmol/kg) por um período 

de 25 dias pós-imunização. Agonista/antagonista foram administrados por via 

intraperitoneal (i.p.), duas vezes ao dia (12/12 h), durante cinco dias (dia 15-20). Os 

dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são 

representativos de dois experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-

hoc de Newmann-Keuls). 

 

No entanto, para avaliar a ação do agonista e do antagonista 

para o B1R sobre o desenvolvimento da EAE, os animais foram 

devidamente tratados com DABK (300 nmol/kg, i.p., 2x/dia) e DALBK 

(50 nmol/kg, i.p., 2x/dia), durante a fase aguda da EAE entre os dias 7 

ao dia 17 pós-imunização. De forma surpreendente, o tratamento dos 

animais com o agonista do B1R, DABK, inibiu de maneira significativa 

o escore clínico (Figura 39A), assim como a déficit locomotor (Figura 

39C) induzido pela EAE. A análise da área sob a curva (ASC) obtida 
entre os dias 7-21 pós-imunização demonstrou uma inibição de 75% 

(Figura 39B), quando comparado com os animais do grupo EAE. Ao 

contrário, durante a fase aguda da doença, o tratamento dos animais com 
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o antagonista do B1R, DALBK (50 nmol/kg, i.p.) não foi capaz de inibir 

o desenvolvimento da EAE (Figura 39).  

 

 
Figura 39. A ativação do B1R durante a fase aguda da EAE bloqueou o 

desenvolvimento da EAE. Animais foram imunizados com o peptídeo MOG35–55 

/CFA e toxina Pertussis. Escore clínico (A), área sob a curva (ASC) (B) e atividade 

locomotora (C) foram analisados no grupo controle sem EAE, no grupo com EAE, 

em animais terapeuticamente tratados com o agonista seletivo do B1R - DABK (300 

nmol/kg) ou em animais tratados com o antagonista seletivo do B1R - DALBK (50 

nmol/kg) por um período de 21 dias pós-imunização. Agonista/antagonista foram 

administrados por via intraperitoneal (i.p.), duas vezes ao dia (12/12 h), durante os 

dias 7-17 pós-imunização. Os dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 

animais/grupo e são representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 

versus o grupo controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de 

uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 

 

Dados da literatura sugerem que uma etapa fundamental para o 

desenvolvimento da EAE e, conseqüentemente, o surgimento da 
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resposta inflamatória no SNC é a ruptura da BHE (Alvarez et al., 2011). 

Por esta razão, o próximo objetivo deste estudo foi investigar se a 

ativação do B1R durante a fase aguda da EAE poderia alterar a 

permeabilidade da BHE, e conseqüentemente a neuroinflamação 

induzida por linfócitos Th17 e Th1 encefalitogênicos. Para isso foram 

utilizados o teste do azul de Evans e a expressão de citocinas Th17 e 

Th1 na medula espinhal dos animais, respectivamente. Conforme a 

Figura 40, no dia 21 após a imunização, os animais do grupo EAE 

apresentaram aumento significativo no extravasamento do azul de Evans 

na medula espinhal, demonstrando assim, aumento na permeabilidade da 

BHE (Figura 40). De maneira interessante, o tratamento dos animais 

com o agonista DABK (300 nmol/kg, i.p.), durante a fase aguda da EAE 

reduziu, de forma significativa, a permeabilidade da BHE, enquanto que 

o antagonista DALBK (50 nmol/kg, i.p.) induziu aumento no 

extravasamento do azul de Evans, de forma similar aos animais do 

grupo EAE (Figura 40).  

 

 
Figura 40. O tratamento com o agonista DABK modulou a permeabilidade da 

BHE após a indução da EAE. Medula espinhal foi coletada do grupo controle, 

EAE, DABK (300 nmol/kg) ou DALBK (50 nmol/kg) após 21 dias. 

Agonista/antagonista foram administrados por via intraperitoneal (i.p.), duas vezes 

ao dia (12/12 h), durante os dias 7-17 pós-imunização. A permeabilidade da BHE foi 

avaliada através do extravasamento do corante azul de Evans. Os dados são 

apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são representativos de três 

experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo controle, *p<0,05 e 

**p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de 

Newmann-Keuls). 

 

Por fim, o tratamento dos animais com a DABK (300 nmol/kg, 

i.p., 2x/dia, dia 7-17) reduziu, de forma significativa, a expressão de IL-
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17 (Figura 41A), IFN-γ (Figura 41B) e TNF-α (Figura 41C) no SNC, 

com porcentagem de inibição de 100, 100 e 94%, respectivamente. Já o 

tratamento com o antagonista DALBK (50 nmol/kg, i.p., dia 7-17), 

durante a fase aguda da EAE, não foi capaz de reduzir a expressão 

desses mediadores (Figura 41). Estes resultados sugerem que, na fase 

aguda da EAE, o agonista do B1R inibe a ruptura da BHE, impedindo 

assim a entrada de linfócitos Th17 e Th1 auto-reativos no SNC e 

conseqüentemente suprime a neuroinflamação. 

 

 
Figura 41. O tratamento com o agonista DABK durante a fase aguda da EAE 

inibiu a ativação de linfócitos Th17 e Th1 no SNC. Medula espinhal foi coletada 

do grupo controle, EAE, DABK (300 nmol/kg) ou DALBK (50 nmol/kg) após 21 

dias da imunização. Agonista/antagonista foram administrados por via 

intraperitoneal (i.p.), duas vezes ao dia (12/12 h), durante os dias 7-17 pós-

imunização. Após 21 dias, os níveis de RNAm para IL-17 (A), IFN-γ (B) e TNF-α 

(C) foram avaliados por RT-PCR. O RNAm para GAPDH foi utilizado para 

normalizar a quantidade relativa de RNAm. N.D.: nível de RNAm não detectado. Os 

dados são apresentados como média ± EPM de 6-9 animais/grupo e são 

representativos de três experimentos independentes. ##p<0,001 versus o grupo 

controle, *p<0,05 e **p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida 

pelo post-hoc de Newmann-Keuls). 
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5 DISCUSSÃO 

Atualmente a compreensão dos mecanismos que levam à 

incapacidade neurológica em pacientes portadores da EM associado com 

o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas destinadas a reduzir 

a progressão da doença tem se destacado nas pesquisas com EM. Neste 

contexto, o objetivo do presente estudo foi investigar a participação das 

cininas, assim como dos seus respectivos receptores, B1R e B2R, na 

modulação da encefalomielite autoimune experimental (EAE), um 

modelo clássico de EM. Nossos resultados demonstraram que o 

bloqueio dos receptores das cininas, especialmente o subtipo B1R 

durante a fase de indução e/ou crônica da EAE, impediu a progressão da 

doença por inibir o início da resposta imunológica nos órgãos linfóides 

periféricos como, por exemplo, linfonodos e baço, assim como inibiu a 

neuroinflamação através da modulação das células gliais incluindo os 

astrócitos/microglia. Por outro lado, a administração sistêmica do 

agonista seletivo do B1R, mas não do antagonista deste mesmo receptor, 

durante a fase aguda da EAE também foi eficaz em reduzir de maneira 

significativa a severidade da doença, assim como preveniu o aumento da 

permeabilidade da BHE e, conseqüentemente a neuroinflamação. Além 

disso, os resultados aqui apresentados demonstraram que o B2R também 

apresenta efeito parcial em modular a severidade da EAE. Esse conjunto 

de resultados nos permite sugerir que o receptor B1 das cininas apresenta 

um papel particular em modular a progressão da EAE, já que 

dependendo da fase de tratamento tanto o agonista seletivo para o B1R, a 

DABK, quanto o antagonista seletivo para o B1R, a DALBK, foram 

capazes de bloquear a progressão da doença atuando de diferentes 

mecanismos.  

Está bem estabelecido na literatura que os receptores B1 e B2 

para as cininas, assim como as vias de segundos mensageiros associados 

à sua estimulação, exercem um papel fundamental no controle da 

inflamação, assim como na transmissão nociceptiva (Calixto et al., 

2004). De fato, trabalhos recentes sugerem que o bloqueio de ambos os 

receptores para as cininas resulta em bloqueio da nocicepção, influxo de 

células inflamatórias, a expressão/produção de citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias e a ativação do fator de transcrição nuclear, como o 

NF-κB (Calixto et al., 2004; Campos et al., 2006; Dos Santos et al., 

2008; Ferreira et al., 2008; Hara et al., 2008; Prediger et al., 2008). Por 

outro lado, a ativação dos receptores B1R e B2R para as cininas está 

associada com o surgimento de hiperalgesia mecânica (Ferreira et al., 
2008), atração de leucócitos para o local da inflamação (Dornelles et al., 
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2009), estresse oxidativo (Dias et al., 2010), aumento da expressão de 

metaloproteinase-2 e -9 (Ehrenfeld et al., 2011), assim como pelo 

aumento da permeabilidade vascular em diferentes condições 

patológicas, incluindo as doenças auto-imunes, tais como colite 

ulcerativa (Hara et al., 2008), atrite reumatóide (Cassim et al., 2009), e 

mais recentemente, também a esclerose múltipla (Prat et al., 2005; Dos 

Santos et al., 2008; Schulze-Topphoff et al., 2009; Gobel et al., 2011).  

Os dados existentes na literatura com relação à participação das 

cininas na modulação da EM, anterior ao início deste projeto, eram 

escassos, ou seja, existiam apenas alguns indicativos sugerindo a 

participação do sistema calicreína-cinina na EM. Assim, níveis 

aumentados de BK, des-Arg
9
-BK (DABK, agonista do B1R), 

calicreínas-1, calicreínas-6, assim como cininogênios de alto e baixo 

peso molecular foram encontrados em tecidos cerebrais de animais com 

EAE, assim como em pacientes com EM (Germain et al., 1988). Prat et 
al. (2000) demonstraram que a administração de IFN-γ em culturas de 

células endoteliais de cérebro humano aumentou a expressão dos 

receptores B1, e de forma significativa o R-838, agonista seletivo do 

B1R, induziu aumento da permeabilidade da BHE (Prat et al., 2000).  

Além disso, Prat e colaboradores (2005) foram os primeiros a 

demonstrar o aumento da expressão do RNAm do B1R em células 

mononucleares derivadas do sangue periférico, provenientes de 

pacientes com EM, e mais ainda, que, esta expressão foi correlacionada 

com o surgimento de surtos nestes pacientes (Prat et al., 2005).  

No entanto, trabalhos mais recentes sugerem a participação de 

ambos os receptores da bradicinina na modulação da EAE, no entanto, 

os resultados são ainda controversos e conflitantes, principalmente em 

relação ao papel do receptor B1 (Dos Santos et al., 2008; Schulze-

Topphoff et al., 2009; Gobel et al., 2011).  

No estudo realizado por Dos Santos e colaboradores, os autores 

demonstraram que a ausência do B2R (utilizando camundongos 

nocautes: B2R
-/-

) modulou a expressão das quimiocinas CCL2/CCL5, e 

alterou o recrutamento de leucócitos para o SNC, assim como os sinais 

clínicos induzidos pela EAE (Dos Santos et al., 2008), entretanto a 

participação do B1R não foi avaliada neste estudo. Os resultados do 

presente estudo demonstraram que o bloqueio do B2R durante a fase de 

indução da EAE, através do tratamento farmacológico com o 

antagonista seletivo, o HOE-140, ou pela utilização de animais com 

deleção gênica (B2R
-/-

), reduziu parcialmente o desenvolvimento da 

EAE, assim como a dor neuropática induzida pela EAE, confirmando os 
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dados previamente publicados (Dos Santos et al., 2008). Além disso, o 

bloqueio do B2R inibiu a ativação de linfócitos T CD4
+
 e, 

particularmente, T CD8
+
 reativos à MOG nos órgãos linfóides 

periféricos, tais como linfonodos e baço, diminuiu a fosforilação do 

fator de transcrição CREB na medula espinhal e também preveniu a 

perda axonal após 25 dias de indução da doença. Estes resultados 

analisados em conjunto estendem os dados previamente publicados, os 

quais demonstraram que os animais nocautes B2R
-/-

 apresentavam 

redução nos parâmetros clínicos da EAE induzida por MOG através da 

modulação do recrutamento de leucócitos para o SNC (Dos Santos et 

al., 2008). No entanto, a inibição do B2R não foi capaz de reduzir 

significativamente o tamanho da área de desmielinização e a infiltração 

de células inflamatórias no SNC, o que poderia justificar o seu efeito 

parcial em inibir o desenvolvimento da EAE. Posteriormente outros 

estudos demonstraram que o B1R apresenta um papel dominante em 

modular a EAE quando comparado com o B2R (Gobel et al., 2011). 

Entretanto, estudo publicado recentemente demonstrou 

exatamente o contrário, ou seja, que os animais nocautes para o receptor 

B1 (B1R
-/-

) apresentavam exacerbação da EAE quando comparado com 

os animais selvagens. Além disso, neste mesmo estudo publicado por 

Schulze-Topphoff, os autores demonstraram que o tratamento dos 

animais com o agonista seletivo do receptor B1 inibiu a progressão da 

EAE, sugerindo portanto, que a ativação dos receptores B1 restringe a 

migração de linfócitos Th1 e Th17 auto-agressivos para o SNC 

(Schulze-Topphoff et al., 2009). Ao contrário dos resultados descritos 

por Schulze-Topphoff, um trabalho publicado mais recentemente 

demonstrou exatamente o oposto, ou seja, que o bloqueio dos receptores 

B1 é capaz de inibir os sinais clínicos induzidos pela EAE, através da 

modulação da permeabilidade da BHE (Gobel et al., 2011).  

Os resultados obtidos em nosso estudo confirmam e estendemos 

resultados descritos por Gobel et al. (2011) e sugerem que o bloqueio do 

B1R, desde a fase de indução da doença, através da utilização de animais 

com deleção gênica para o B1R (B1R
-/-

) impede o aparecimento dos 

sinais clínicos característicos da EAE, enquanto que os camundongos 

B2R
-/-

 apresentaram apenas melhora discreta destes sintomas. Como já 

referido, estes dados são completamente opostos àqueles previamente 

publicados por Schulze-Topphoff e colaboradores (2009), os quais 

demonstraram que os animais B1R
-/-

 apresentam exacerbação da EAE 

quando comparado com os animais selvagens (wild-type - WT) 

(Schulze-Topphoff et al., 2009). Esta discrepância entre os animais 
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nocautes B1R

-/-
 poderia ser explicada por diferenças genéticas e formas 

distintas de manutenção dos animais mutantes, assim como fatores 

ambientais relacionados com o fenótipo. No trabalho de Schulze-

Topphoff et al. (2009) foram utilizados animais B1R
-/-

, após 10 retro-

cruzamentos com camundongos da linhagem C57BL/6 selvagem 

(geração F10), com o objetivo de eliminar o background genético da 

linhagem Sv129, utilizada como matriz original. Em nosso estudo, os 

animais foram gerados da mesma maneira, porém após os 10 retro-

cruzamentos com a linhagem C57BL/6 selvagem, os animais mutantes 

B1R
-/- 

foram considerados congênitos e mantidos através de cruzamentos 

entre si, ou seja, cruzamentos entre irmãos. Entretanto, uma ressalva 

necessária com este modelo de cruzamento é que com o passar do 

tempo, o isolamento e a constante geração de animais mutantes 

homozigotos aumenta-se o risco de surgirem novas mutações, 

diferentemente da mutação de interesse, as quais poderiam explicar pelo 

menos parte das diferenças fenotípicas observadas entre os animais 

congênitos com os animais parentais ou mesmo com os mutantes F10, 

caracterizando desta forma o surgimento de uma sublinhagem inata 

(inbred) (Gerlai, 2001; Crusio et al., 2009; Kiselycznyk e Holmes, 

2011). De acordo com os nossos dados, outros trabalhos observaram 

diferenças fenotípicas entre sub-linhagem inbred em modelos de 

depressão, ansiedade e hiperalgesia (Bryant et al., 2008). Além disso, 

sabe-se que diversos fatores ambientais como, por exemplo, 

temperatura, luminosidade, estresse, ruídos, odores, número de animais 

nas caixas, diferentes experimentadores e ambientes laboratoriais entre 

outros, podem justificar o aparecimento de diferenças fenotípicas entre 

sublinhagens similares (Carola e Gross, 2010; Gresack et al., 2010). 

Neste mesmo contexto, trabalhos recentes sugerem que a microbiota 

intestinal pode determinar em grande parte a susceptibilidade de animais 

geneticamente idênticos à EAE (Yokote et al., 2008). 

Por esta razão é plausível sugerir que as diferenças fenotípicas 

observadas entre os nossos animais B1R
-/-

 e os animais previamente 

utilizados por Schulze-Topphoff (2009) poderiam ser explicadas pelo 

surgimento de novas mutações nos animais B1R
-/-

, assim como por 

diversos fatores ambientais como, por exemplo, diferentes formas de 

manter a linhagem inbred, umidade/luminosidade, estresse, temperatura, 

entre outras, as quais não podem ser controladas em estudos diferentes. 

Além disso, os diversos efeitos biológicos apresentados pelo mesmo 

alvo terapêutico ilustram a complexidade das doenças desmielinizantes, 

tais como a EM, e que em conjunto poderiam explicar as diferenças 
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fenotípicas encontradas entre os mesmos animais nocautes B1R

-/-
. No 

entanto, vale ressaltar que estas observações não comprometem os 

nossos dados, tampouco o nosso estudo, já que os nossos animais 

continuam com a deleção gênica para o B1R, conforme ilustrado na 

Figura 27 deste trabalho. Outro ponto relevante a ser considerado é que 

no nosso estudo, os animais foram imunizados duas vezes com MOG, 

nos dias 0 e 7, a fim de aumentar a incidência de EAE, conforme 

descrito anteriormente (Stromnes e Goverman, 2006). No entanto, a 

possibilidade de dupla imunização com o MOG35-55 induzir algum grau 

de tolerância em nossos animais B1R
-/-

 precisa ser futuramente melhor 

investigado.  

Além disso, neste mesmo estudo publicado por Schulze-

Topphoff e colaboradores (2009), os autores demonstraram de forma 

inesperada que o tratamento dos animais com o agonista seletivo para o 

B1R inibe a progressão da EAE, sugerindo que a ativação dos B1R 

restringe a migração de células Th1 e Th17 auto-agressivas para o SNC 

(Schulze-Topphoff et al., 2009). Ao contrário, trabalho recentemente 

publicado demonstrou exatamente o contrário, ou seja, que o bloqueio 

dos B1R inibe os sinais clínicos induzidos pela EAE através da 

modulação da permeabilidade da BHE (Gobel et al., 2011). Por esta 

razão, estes dados contrastantes que foram publicados durante o 

desenvolvimento desta tese, nos impulsionaram a levantar a hipótese de 

que os receptores de bradicinina, especialmente o B1R, poderiam 

apresentar um papel dual durante a gênese, desenvolvimento e a 

manutenção da EAE. A fim de testar esta hipótese, avaliamos o efeito 

dos antagonistas dos receptores de bradicinina em diferentes fases da 

doença, conforme listados a seguir: (1) Para avaliar o papel dos 

receptores de bradicinina durante a gênese da resposta auto-imune 

induzida pela EAE (fase de indução), os animais foram tratados com 

agonistas (DABK) e antagonistas seletivos (DALBK e HOE-140) para 

os B1R e B2R, durante os dias 0 ao dia 5 após a imunização; (2) Para 

avaliar a participação dos receptores de bradicinina em modular o 

desenvolvimento inicial da neuroinflamação induzida pela EAE (fase 

aguda), os animais foram tratados com os antagonistas/agonista durante 

10 dias (início do tratamento dia 7 até o dia 17 após a imunização); e 

finalmente (3) a fim de analisar o efeito dos B1R e B2R em modular a 

EAE, após o surgimento dos sinais clínicos (fase crônica), os animais 

foram tratados com agonista/antagonistas durante 5 dias, assim que os 

primeiros sinais da EAE aparecem, ou seja, do dia 15 até o dia 20 após a 

imunização.  
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Inicialmente, durante a fase de indução da EAE, o tratamento 

preventivo com o antagonista do B1R, a DALBK (50 nmol/kg), foi 

capaz de bloquear os sinais clínicos, assim como a hiperalgesia 

mecânica induzida pela EAE, enquanto que o bloqueio do B2R 

apresentou efeito parcial em inibir a progressão da EAE. Por outro lado, 

a administração do agonista do B1R, a DABK não inibiu o 

desenvolvimento da doença, além de ter aumentado a hiperalgesia 

mecânica induzida pela EAE.  

A dor crônica é um sintoma comum, porém pouco 

compreendido associada à EM (Archibald et al., 1994; Svendsen et al., 

2003). A dor neuropática que surge devido às lesões/desmielinização ou 

neuroinflamação é a dor mais prevalente e de difícil tratamento nos 

pacientes com EM (Svendsen et al., 2003). Atualmente, diversos 

trabalhos indicam que as cininas e seus receptores desempenham papel 

fundamental no controle e desenvolvimento da dor neuropática 

(Petersen et al., 1998; Yamaguchi-Sase et al., 2003; Ferreira et al., 

2005; Werner et al., 2007). No entanto, até o início deste projeto não 

existem dados na literatura sobre o efeito das cininas e seus receptores 

durante a dor neuropática induzida pela EAE. De forma interessante, o 

presente estudo demonstrou pela primeira vez que a hiperalgesia 

mecânica induzida pela EAE é regulada por ambos os receptores das 

cininas B1R e B2R. De acordo com os nossos dados, outros autores têm 

demonstrado em outros modelos experimentais que o controle da dor 

neuropática está diretamente associado com a modulação dos receptores 

das cininas tanto em tecidos periféricos, tais como os gânglios da raiz 

dorsal (DRG), assim como em regiões específicas do SNC (Ferreira et 

al., 2005; Werner et al., 2007; Quintao et al., 2008; Luiz et al., 2010; 

Talbot et al., 2010). Além disso, níveis plasmáticos aumentados de BK 

foram encontrados em pacientes com dor neuropática (Blair et al., 

1998), assim como foi observado aumento na expressão do B1R e do 

B2R na lâmina superficial da medula espinhal e DRG, os quais estão 

associados com o sistema nervoso sensorial (Huang et al., 2000; 

Couture et al., 2001). Uma vez formada na periferia, as cininas ativam 

fibras Aδ e C em neurônios sensoriais, produzindo dor, hiperalgesia ou 

alodínia em humanos, assim como em modelos experimentais (Calixto 

et al., 2004). Desta forma, os nossos dados sugerem que o bloqueio de 

ambos os receptores das cininas B1R e B2R durante a fase de indução da 

EAE, impedem que as cininas, por exemplo, BK e DABK de-

sensibilizem as fibras Aδ e C, conseqüentemente impedindo a 

hiperalgesia mecânica induzida pela EAE.  
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Corroborando com os dados do presente trabalho, já foi 

demonstrado que a administração de antagonista seletivo para o B1R 

(DALBK) ou para o B2R (HOE-140) inibiu significativamente a 

alodínia mecânica e térmica em ratos submetidos à ligação unilateral do 

nervo espinhal L5/L6 (Werner et al., 2007). Além disso, estudo recente 

publicado por Ferreira e colaboradores (Ferreira et al., 2005) 

demonstrou que a deleção do gene ou a inibição farmacológica do 

receptor B1 em ratos inibiu, de maneira significativa, a 

hipersensibilidade nociceptiva associada com a lesão parcial do nervo 

ciático. Este efeito apareceu um dia depois de submeter os animais à 

lesão e continuou a ser significativo até o vigésimo oitavo dia após a 

cirurgia, sugerindo que o B1R é crucial para o desenvolvimento e 

manutenção da dor neuropática. Outro estudo interessante demonstrou o 

envolvimento dos receptores para as cininas no modelo de dor 

neuropática induzida pela avulsão do plexo braquial (Quintao et al., 
2008). Neste estudo, os autores demonstraram que tanto a hiperalgesia 

mecânica quanto a térmica foram abolidas em camundongos nocautes 

para o B1R após a avulsão do plexo braquial. No entanto, os animais 

nocautes para o B2R (B2R
-/-

) apresentaram redução parcial na 

hipernocicepção mecânica após a avulsão. Os dados obtidos em nosso 

estudo confirmam e estendem esses estudos prévios, os quais sugerem 

que os receptores para as cininas, especialmente o subtipo B1 parecem 

exercer papel dominante no controle da hiperalgesia mecânica induzida 

pela EAE em camundongos. Entretanto, ainda é preciso esclarecer se a 

expressão dos receptores para as cininas encontram-se aumentados nos 

tecidos periféricos, espinhais e/ou supra-espinhais após a imunização 

com MOG35-55.  

Diferentes estudos demonstraram que durante a fase de indução 

da EAE ou durante o desenvolvimento da EM, as células T são ativadas 

em órgãos linfóides periféricos por antígenos virais e/ou bacterianos, os 

quais apresentam mimetismo molecular com alguns antígenos do SNC 

(Sospedra e Martin, 2005). Desta forma, os linfócitos T auto-reativos 

passam a reconhecer os antígenos próprios (self) como não-próprios (no-
self), caracterizando assim a doença auto-imune. Em seguida, os 

linfócitos T auto-reativos são capazes de produzir citocinas pró-

inflamatórias e podem ser diferenciados em Th1 (IFN-γ) ou em 

linfócitos Th17 (IL-17, IL-22, IL-21), através dos fatores de transcrição 

T-bet e ROR-γT, respectivamente (Mcfarland e Martin, 2007).  

Nossos resultados demonstraram que o bloqueio dos receptores 

das cininas, principalmente o subtipo B1R, durante a fase de indução da 
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EAE (dia 0 ao dia 7) inibiu a resposta Th1 e Th17, através do bloqueio 

da produção de citocinas, tais como TNF-α, IFN-γ e IL-17 nos órgãos 

linfóides periféricos como, por exemplo, linfonodos e baço. Além disso, 

o bloqueio de B1R na fase de indução da EAE restaurou os níveis de IL-

4 em células dos linfonodos e do baço in vitro após estimulação com 

MOG35-55, sugerindo que o B1R pode induzir mudança dos linfócitos 

Th1 e Th17 para o fenótipo Th2. A inibição do B1R na fase de 

imunização EAE também reduziu a proliferação dos linfócitos T auto-

reativos nos tecidos linfóides, e células T CD4
+
 e CD8

+
 reativas à MOG 

de animais nocautes B1R
-/-

 e B2R
-/-

 ou de camundongos pré-tratados com 

a DALBK ou com o HOE-140 apresentaram redução significativa na 

expressão CD69, o marcador de ativação celular. Em conjunto, os 

nossos dados sugerem que o bloqueio do B1R durante a fase de indução 

da EAE inibe a diferenciação, ativação e proliferação de linfócitos 

encefalitogênicos Th1 e Th17 nos órgãos linfóides periféricos, os quais 

conseqüentemente não migram para o SNC de forma eficaz e também 

não induzem neuroinflamação. De fato, trabalhos anteriores sugerem 

que a modulação do microambiente nos órgãos linfóides periféricos 

durante a apresentação de antígenos e ativação celular, altera a resposta 

imune e, em seguida, o curso da doença, principalmente diminuindo a 

resposta das células T MOG-específicas e a produção de auto-anticorpos 

(Mycko et al., 2008; Zheng et al., 2008; Ellestad et al., 2009; Terenyi et 

al., 2009). De acordo com nossos dados, estudo realizado por Aliberti e 

colaboradores demonstrou que as cininas podem servir como um sinal 

de alerta que desencadeia a ativação de células dendríticas, assim como 

a polarização de células T, o que significa que as cininas podem 

modular a resposta imune no início da doença (Aliberti et al., 2003). 

Outro aspecto interessante investigado no presente estudo foi o 

fato de que, após a ativação nos órgãos linfóides periféricos, as células T 

CD4
+
 efetivamente migraram para o SNC, caracterizando assim a fase 

aguda da EAE (dia 7 ao dia 17 após a imunização). De maneira 

interessante, a administração do antagonista do B1R não foi capaz de 

inibir o desenvolvimento da EAE. Por outro lado, a ativação do B1R, 

avaliada através do tratamento com o agonista DABK, inibiu a 

progressão da EAE sugerindo que o B1R poderia modular o surgimento 

da inflamação no SNC. Além disso, durante a fase aguda da EAE, a 

ativação do B1R inibiu a resposta neuroinflamatória induzida pelos 

linfócitos Th1 e Th17, através da modulação do aumento da 

permeabilidade da BHE.  
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Conforme ilustrado na introdução desta tese, o rompimento da 

seletividade da BHE é uma etapa fundamental para o desenvolvimento 

da resposta inflamatória no SNC, característico da EM (Weiss et al., 

2009; Alvarez et al., 2011). De acordo com os nossos dados, trabalho 

recente demonstrou que o agonista seletivo para o B1R, o R838 

administrado do dia 0 ao dia 10 após a indução da EAE, inibiu de 

maneira significativa, a severidade clínica da EAE, após a transferência 

de linfócitos T reativos a proteína do proteolipídeo (PLP139-151) 

(Schulze-Topphoff et al., 2009). Uma ressalva necessária e interessante, 

é que, o período de tratamento dos animais neste trabalho previamente 

publicado (imunização passiva: dia 0 ao dia 10 após a transferência de 

linfócitos T auto-reativos) (Schulze-Topphoff et al., 2009), pode ser 

facilmente comparado com a fase aguda da EAE em nosso trabalho (dia 

7 ao dia 17), uma vez que em ambos os modelos a resposta imune 

periférica inicial já ocorreu e os linfócitos T auto-reativos estão neste 

momento migrando para o SNC. Por esta razão, durante a fase aguda da 

EAE pode-se avaliar o início da resposta imunológica contra a bainha de 

mielina, assim como a migração de células Th1 e Th17 

encefalitogênicas para o SNC (Stromnes e Goverman, 2006). Baseado 

nestes resultados é possível sugerir que a ativação do B1R, durante a 

fase aguda da EAE, parece bloquear a inflamação do SNC, assim como 

controla a migração de células T pró-inflamatórias MOG-reativos para o 

SNC, através da modulação da permeabilidade da BHE, conforme já 

descrito anteriormente (Schulze-Topphoff et al., 2009). No entanto, o 

efeito do agonista do B1R, durante a fase aguda da EAE, pode ser 

exercido diretamente nas células endoteliais, ou indiretamente através da 

regulação das células T encefalitogênicas, conforme já sugerido 

(Schulze-Topphoff et al., 2009; Gobel et al., 2011).  

Recentemente foi demonstrado que o B1R controla a expressão 

de moléculas aderentes (tight-junctions), tais como claudina-5, ocludina 

e zonula occludens-1 (ZO-1) nas células endoteliais da BHE (Gobel et 

al., 2011). Assim é possível sugerir que durante a fase aguda da EAE, o 

B1R parece manter a integridade da BHE através de ação direta nas 

células endoteliais da própria barreira, e assim inibir a migração e a 

entrada dos linfócitos Th1 e Th17 encefalitogênicos para dentro do 

SNC. Por outro lado, enquanto a DABK, agonista do B1R, durante a fase 

aguda da EAE foi capaz de inibir o aumento da permeabilidade da BHE 

e conseqüentemente o desenvolvimento da EAE, dados recentes da 

literatura têm mostrado que a bradicinina (BK), agonista seletivo para o 

receptor B2, aumentou seletivamente a permeabilidade da BHE, através 
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da liberação da citocina pró-inflamatória, o TNF-α (Zhang et al., 2007; 

Qin et al., 2009). Além disso, o agonista do B2R, conhecido 

comercialmente como Cereport
®
 (RMP-7) tem sido administrado 

clinicamente por via intracarótida, com o objetivo de aumentar a 

permeabilidade da BHE e, conseqüentemente, melhorar a 

biodisponibilidade de agentes quimioterápicos em áreas de tumores 

cerebrais (Elliott et al., 1996; Emerich et al., 2000; Liu et al., 2001). 

Mais recentemente, um estudo interessante realizado por Liu e 

colaboradores demonstrou que a BK aumentou a permeabilidade da 

BHE por diminuir os níveis de expressão de moléculas de adesão, tais 

como zonula occludens-1 (ZO-1), ocludina e claudina-5, além de 

reorganizar os filamentos de actina que compõem o citoesqueleto (Liu et 
al., 2008). Baseado nestas informações é possível sugerir que durante a 

fase aguda da EAE a ativação do B1R, mas não do B2R, parecer ser 

importante para inibir a progressão da EAE, através da modulação da 

permeabilidade da BHE.  

Após a expansão, ativação e proliferação dos linfócitos T CD4
+
 

encefalitogênicos nos órgãos linfóides periféricos, estas células migram 

e entram no espaço subaracnóideo do SNC, através do líquido 

cefalorraquidiano (LCR), plexo coróide ou vênulas meníngeais, 

caracterizando assim a fase crônica da EAE. Dentro do SNC, as células 

T auto-reativas são re-ativadas por macrófagos/microglia e células 

dendríticas, além dos astrócitos, os quais re-apresentam epítopos da 

mielina através da molécula de MHC de classe II. Em seguida, as 

células T auto-reativas, juntamente com a microglia e os astrócitos, 

entram no parênquima cerebral e secretam mediadores inflamatórios, os 

quais em conjunto, induzem a neuroinflamação e a desmielinização. 

Além disso, a resposta inflamatória no SNC é capaz de atrair células 

inflamatórias da circulação sanguínea para o SNC (Goverman, 2009). 

No SNC de indivíduos saudáveis, os macrófagos/microglia expressando 

MHC de classe II são as células predominantes no espaço perivascular, 

assim como no líquor, embora algumas células dendríticas (dendritic 

cells: DCs), tais como os astrócitos também podem ser detectados 

(Goverman, 2009). Entretanto, apesar da baixa abundância de DCs 

nestes compartimentos, estudos anteriores demonstraram que o bloqueio 

do MHC de classe II nas DCs é suficiente para inibir o desenvolvimento 

da EAE (Greter et al., 2005), e que células dendríticas de origem 

mielóide dentro do SNC são capazes de ativar células T reativas à 

mielina recrutadas durante a neuroinflamação, assim como são capazes 

de facilitar a diferenciação destes linfócitos para o subtipo Th17 (Bailey 
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et al., 2007). Durante a neuroinflamação, os astrócitos expressam MHC 

de classe II, assim como moléculas co-estimulatórias após a exposição 

ao IFN-γ (Nikcevich et al., 1997). Embora o seu papel como célula 

apresentadora de antígenos (APCs) in vivo ainda seja controverso, os 

astrócitos influenciam a resposta inflamatória através da produção de 

quimiocinas e citocinas. De maneira interessante, os nossos resultados 

demonstraram que o tratamento dos animais com o antagonista do B1R, 

a DALBK, durante a fase crônica da EAE, inibiu os sinais clínicos e a 

resposta inflamatória no SNC aparentemente através da modulação das 

células gliais como, por exemplo, a microglia e os astrócitos. O bloqueio 

do B1R durante a fase crônica da EAE também preveniu o dano axonal 

induzido pela EAE. Além disso, o pré-tratamento com o antagonista do 

B1R (DALBK) bloqueou, de forma significativa, os níveis de TNF-α, 

IL-6 e de CXCL1/KC, assim como o RNAm para a COX-2 e NOS2 em 

cultura primária de astrócitos estimulados com IFN-γ in vitro. No 

entanto, o bloqueio do B2R com o antagonista HOE-140 apresentou 

inibição apenas parcial nos níveis e na expressão destes mediadores 

inflamatórios produzidos pelos astrócitos in vitro.  

Um aspecto importante que merece atenção é que durante a fase 

crônica da EAE, devido à natureza peptídica dos antagonistas utilizados 

neste estudo, a DALBK, a DABK e o HOE-140, é bastante improvável 

que, quando administrados sistemicamente (via intraperitoneal), estes 

antagonistas atravessem a BHE para bloquear os receptores B1 e B2 para 

as cininas dentro do SNC. No entanto, alguns estudos recentes sugerem 

que durante condições neuroinflamatórias podem ocorrer danos dos 

componentes celulares da BHE, que por sua vez facilitam a infiltração 

de leucócitos, os quais induzem à morte de oligodendrócitos, dano 

axonal e progressão da desmielinização (Alvarez et al., 2011). Por esta 

razão, o efeito observado para o antagonista do B1R dentro do SNC 

poderia ser justificado por esta droga ser capaz de penetrar no SNC, 

após a quebra da BHE. Corroborando com os dados do presente estudo, 

Gobel e colaboradores (2011), observaram que o tratamento sistêmico 

com o antagonista do B1R (R715) iniciado logo após o surgimento dos 

primeiros sinais clínicos associados com a EAE (fase crônica), inibiu de 

maneira significativa, o desenvolvimento da EAE (Gobel et al., 2011). 

Em conjunto, estes dados permitem-nos sugerir que, após a ruptura da 

BHE durante a fase crônica da EAE, o antagonista do B1R, a DALBK, 

poderia entrar no SNC e, dessa maneira, inibir a progressão da EAE por 

afetar, principalmente, a função celular dos astrócitos.  



88 

 
Desta forma, os resultados analisados em conjunto nos 

permitem concluir que o B1R apresenta papel dual durante o 

desenvolvimento da EAE. De acordo com os nossos dados, alguns 

estudos já publicados sugerem que um mesmo alvo terapêutico pode 

apresentar ações duplas ou múltiplas durante o desenvolvimento da 

EAE. Dentre alguns exemplos podemos citar: (1) a depleção de células 

do sistema inume inato, tais como os macrófagos suprime o surgimento 

e o desenvolvimento da EAE, porém impedem de forma significativa a 

regeneração axonal, assim como a re-mielinização (Huitinga et al., 

1990; Kotter et al., 2001); (2) a prostaglandinas E-2 (PGE2) induz a 

ativação e a proliferação de linfócitos Th1 e Th17 encefalitogênicos e 

deste modo acelera o desenvolvimento e a severidade da EAE, porém 

também estabiliza a BHE e conseqüentemente, neutraliza os efeitos 

neurotóxicos dos linfócitos T auto-reativos (Esaki et al., 2010); (3) a 

osteopontina aumenta a resposta Th1, em contrapartida tem um papel 

fundamental durante a re-mielinização, além de ser neuroprotetora 

(Braitch e Constantinescu, 2010) e por fim (4) um interessante estudo 

demonstrou que o fator ativador de plaquetas (PAF) apresenta efeito 

dual durante a progressão da EAE. Durante a fase de indução da EAE, o 

PAF pode ser produzido pelas células endoteliais do SNC, 

conseqüentemente „e capaz de induzir a quebra da BHE e, por fim, 

causar a neuroinflamação. Já na fase aguda, a expressão do PAF está 

associada com o controle da resposta inflamatória periférica e central. 

Por outro lado, durante a fase crônica da EAE, o PAF exacerba a 

neuroinflamação e a desmielinização por induzir a liberação de 

mediadores inflamatórios como, por exemplo, o TNF-α (Kihara et al., 

2005). 

O presente estudo demonstrou o importante papel exercido 

pelas cininas e pelos seus respectivos receptores B1 e B2 no controle da 

EAE induzida por MOG35-55 em camundongos C57BL/6, assim como 

corrobora para esclarecer alguns mecanismos pelos quais os 

antagonista/agonista do B1R modulam o desenvolvimento e a progressão 

da EAE. Além disso, os dados do presente estudo demonstraram que o 

B1R é um mediador fundamental nesta doença e sugerem ainda que o 

receptor B1 para as cininas apresenta papel dual no controle da 

progressão da EAE, por atuar de mecanismos distintos nos diferentes 

estágios da doença. Neste contexto, o antagonismo do B1R parece 

bloquear o desenvolvimento da EAE por afetar, principalmente os 

linfócitos encefalitogênicos Th1 e Th17, tanto nos órgãos linfóides 

periféricos, quanto no SNC, assim como por inibir a ativação das células 
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gliais, tais como a microglia e os astrócitos (ver esquema proposto na 

Figura 42) (Dutra, R. C. et al., 2011). Além disso, os nossos resultados 

confirmam e estendem os dados anteriores demonstrando que o B2R 

apresenta papel menos importante em controlar a neuroinflamação 

induzida pela EAE (Dos Santos et al., 2008; Gobel et al., 2011), o que 

corrobora ainda com os relatos já bem estabelecidos na literatura de que 

os B1R são expressos durante as respostas inflamatórias, enquanto que o 

B2R controla as funções fisiológicas das cininas (Couture et al., 2001; 

Calixto et al., 2004; Marceau e Regoli, 2004).  
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Figura 42. Representação esquemática dos possíveis mecanismos através dos 

quais as cininas atuando nos receptores B1 e B2 regulam a patofisiologia da 

EAE induzida por MOG35-55 em camundongos C57BL/6. O bloqueio do B1R 

durante a fase de indução (dia 0 ao dia 5) ou crônica (dia 15 – 20) da EAE inibiu de 

maneira significativa o desenvolvimento e a progressão da EAE, respectivamente, 

através da supressão dos linfócitos encefalitogênicos Th1 e Th17 MOG-reativos em 

dois diferentes estágios: (1) durante o surgimento da resposta imune periférica 

específica à MOG35-55 nos órgãos linfóides, através da inibição da expansão, 

ativação e proliferação de linfócitos Th auto-reativos, e (2) durante a 

neuroinflamação por afetar as células Th1 e Th17 reativas à MOG35-55, assim como a 

ativação das células gliais, principalmente, os astrócitos. No entanto, o bloqueio do 

B1R durante a fase aguda da EAE (dia 7 – 17) não foi capaz de inibir o 

desenvolvimento da EAE, enquanto que a administração do agonista seletivo para o 

B1R, a DABK, neste mesmo estágio da doença, reduziu, de maneira significativa, a 

progressão da EAE, através da inibição do aumento da permeabilidade da BHE e, 

conseqüentemente a migração de células inflamatórias para o SNC e, por fim, a 

neuroinflamação. Em conjunto, os nossos dados sugerem que o B1R apresenta papel 

dual durante a progressão da EAE através de distintos mecanismos de ação em cada 

estágio da doença. Por outro lado, o B2R apresenta papel menos importante em 

controlar o desenvolvimento da EAE em camundongos C57BL/6. DALBK: des-

Arg9-[Leu8]-bradicinina (BK); HOE-140: D-Arg-[Hyp3, Thi5, D-Tic7, Oic8]-BK; 

DABK: des-Arg9-BK; MOG: glicoproteína da mielina do oligodendrócitos; 

B1R: receptor B1 para as cininas; B2R: receptor B2 para as cininas; ThP: precursor de 

célula T; BHE: barreira hemato-encefálica; CXCL1/KC: quimiocina derivada de 

queratinócitos; TNF-α: fator de necrose tumoral-alfa; IFN -γ: interferon-gama; TGF-

β: fator transformador de crescimento beta; PMN: leucócitos polimorfonucleares; 

NF-H: neurofilamento H; GFAP: proteína fibrilar glial ácida; Iba-1: 

molécula adaptadora do tipo 1 de ligação de cálcio ionizado. (  ) inibição; (  ) 

estimulação. 
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6 SUMÁRIO E CONCLUSÕES 

 
 Fase de indução da EAE: a deleção gênica e/ou o uso de 

antagonista seletivo para o B1R das cininas inibiu os sinais 

clínicos, a hiperalgesia mecânica e o desenvolvimento da EAE. 

Além disso, o bloqueio do B1R diminuiu as células 

inflamatórias, a perda de mielina, a ativação de linfócitos T e 

astrócitos, assim como a expressão do fator de transcrição 

CREB no SNC. De forma significativa, o bloqueio do B1R 

durante a fase de indução também inibiu a 

expansão/ativação/proliferação de linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
, 

assim como a produção de citocinas efetoras em tecidos 

linfóides periféricos e no SNC. 

 

 Fase aguda da EAE: o agonista seletivo para o B1R das 

cininas, a DABK, inibiu os sinais clínicos e o desenvolvimento 

da EAE, assim como suprimiu os linfócitos Th17 e Th1 no 

SNC. Além disso, a ativação do B1R durante a fase aguda da 

EAE reduziu a permeabilidade da BHE.  

 

 Fase crônica da EAE: o antagonista seletivo para o B1R das 

cininas, a DALBK, inibiu os sinais clínicos da EAE, assim 

como a infiltração de células inflamatórias, a perda de mielina e 

a ativação de células gliais no SNC, após a indução da EAE. 

Além disso, os antagonistas seletivos para os receptores B1 e B2 

das cininas bloquearam a liberação e expressão de mediadores 

pró-inflamatórios pelos astrócitos in vitro.  

 
Assim, os nossos dados analisados em conjunto nos permitem 

concluir que os receptores para as cininas, especialmente o subtipo B1R, 

podem constituir opções relevantes para o desenvolvimento de novas 

terapias para o tratamento dos pacientes com EM, bem como para o 

tratamento de outras doenças auto-imunes, nas quais as células Th1 e 

Th17 desempenham papel relevante. 
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