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RESUMO 
 

Introdução: Artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune, inflamatória, crônica e 

erosiva.  A AR é caracterizada por inflamação da membrana sinovial, que resulta em graves 

danos à cartilagem e ao osso articulares, bem como, na dor, deformidades e incapacidade física 

do paciente. Embora o principal acometimento seja articular, a AR também apresenta 

manifestações extra-articulares como nódulos reumatoides, osteoporose, sarcopenia, lesões 

cutâneas, manifestações oculares e vasculite, com possibilidade de acometer rins, coração e 

sistema nervoso central e periférico. Alterações neurológicas centrais e periféricas podem ser 

consequência de diferentes fatores, como por exemplo, o processo inflamatório sistêmico da 

própria doença ou influenciado pela dor e processo de sensibilização central. No entanto, não 

está claro na literatura como as alterações imunoinflamatórias induzidas pela AR influenciam 

na função microvascular cerebral, especialmente na função da barreira hematoencefálica. 

Objetivo: Avaliar resposta nociceptiva e parâmetros neuroinflamatórios de 

camundongos durante o desenvolvimento da artrite induzida por colágeno. 

Métodos: Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Animal do HCPA (número 

GPPG/HCPA-22-0453). Camundongos machos DBA1/J (36 animais), com idade entre 8 e 12 

semanas, foram randomizados em 4 grupos: grupo controle e CIA 25 dias (CO25 e CIA25) e 

grupo controle e CIA 50 dias (CO50 e CIA50). O modelo experimental foi induzido por injeção 

intradérmica de emulsão contendo adjuvante de Freund e colágeno bovino tipo II no dia 0 e 

reforço no dia 18. Durante todo o período experimental foram avaliados o escore clínico, edema 

de pata e peso corporal. Após a eutanásia, a articulação tibio-tarsal foi utilizada para 

confirmação da artrite por análise histopatológica; o encéfalo foi submetido à técnica de 

imunofluorescência com anticorpos Anti-IgM e Anti-IgG; a expressão de IL-6 por  imuno-

histoquímica; e a existência de neurodegeneração foi analisada (Fluoro Jade C). Os dados foram 

analisados por Two-way ANOVA, Kruskal-Wallis e correlação de Pearson; p<0,05 foi 

considerado significativo. 

Resultados: O desenvolvimento de poliartrite nos grupos CIA 25 inicial e CIA 50 

estabelecido foi confirmado por altos valores de escore clínico, nocicepção, edema de pata e 

escore histológico quando comparados aos respectivos controles (p<0,0001; p=0,001; p=0,001, 

respectivamente). O grupo CIA25 apresentou maiores valores de IgM no encéfalo quando 

comparado com o grupo CO25 (p= 0,01). O grupo CIA50 e CO 50 não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas. As análises de IgG não apresentaram as diferenças 

estatisticamente significativas, quando comparados com os controles (p>0.05). A expressão de 



 

IL6 mostrou-se aumentada no grupo CIA50 quando comparado ao controle (p=0,008). Foi 

identificada uma correlação negativa entre a expressão de IL-6 e o limiar de dor no tempo de 

doença 25 (r=-0.732, p=0.002) e 50 (r=-0.604, p=0.022). A quantificação de neurônios 

degenerados não apresentou diferença estatisticamente significativa (p>0,05), mas há uma 

tendência de aumento do número de neurônios degenerados em camundongos do grupo CIA50 

quando comparados ao CO50 (p=0,2442).  

Conclusão: Os dados obtidos nesta dissertação demonstram que os escores clínicos, 

nociceptivos, de edema da pata e histológicos caracterizaram a presença de artrite significativa 

em 25 e 50 dias. Na fase aguda da doença identificou-se depósitos elevados de IgM encefálico; 

no entanto, na fase de artrite estabelecida, apenas a expressão de IL-6 mostrou-se aumentada. 

Uma correlação negativa entre a expressão de IL 6 e o limiar de dor foi vista em ambos os 

tempos de doença (25 e 50 dias). Esses achados podem ser indicativos da presença de 

neuroinflamação no modelo de CIA. 

Palavras-chave: Artrite reumatoide; Neuroinflamação; CIA; 

 



 

ABSTRACT 

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune, inflammatory, chronic and 

erosive disease. RA is characterized by inflammation of the synovial membrane, which results 

in severe damage to joint cartilage and bone, as well as pain, deformities and physical disability 

of the patient. Although the main involvement is articular, RA also presents extra-articular 

manifestations such as rheumatoid nodules, osteoporosis, sarcopenia, skin lesions, ocular 

manifestations and vasculitis, with the possibility of affecting kidneys, heart and central and 

peripheral nervous system. Central and peripheral neurological alterations may be a 

consequence of different factors, such as the systemic inflammatory process of the disease itself 

or influenced by pain and central sensitization process. However, it is not clear in the literature 

how RA-induced immunoinflammatory changes influence cerebral microvascular function, 

especially the function of the blood-brain barrier. 

Objective: To evaluate the nociceptive response and neuroinflammatory parameters of 

mice  during the development of collagen-induced arthritis model. 

Methods: This study was approved by the HCPA Animal Ethics Committee (number 

GPPG/HCPA-22-0453). Male DBA1/J mice (36 animals), aged between 8 and 12 weeks, were 

randomized into 4 groups: control group and CIA 25 days (CO25 and CIA25) and control group 

and CIA 50 days (CO50 and CIA50). The experimental model was induced by intradermal 

injection of an emulsion containing Freund's adjuvant and type II bovine collagen on day 0 and 

reinforcement on day 18. During the entire experimental period, clinical score, paw edema and 

body weight were evaluated. After euthanasia, the tarsal warm joint was used for confirmation 

of arthritis by histopathological analysis, the brain was collected and divided by coronal section, 

later embedded in paraffin for histochemical analysis. To evaluate inflammatory markers, the 

sections were subjected to the immunofluorescence technique with Anti-IgM and Anti-IgG 

antibodies, and expression of IL-6 by immunohistochemistry.  In addition, it was analyzed the 

existence of neuron (Anti-NeuN) and neurodegeneration (Fluoro Jade C). Data were analyzed 

by Two-way ANOVA, Kruskal-Wallis and Pearson correlation; p<0.05 was considered 

significant. 

Results: The development of polyarthritis in the initial CIA 25 and established CIA 50 

groups was confirmed by high values of clinical score, nociception, paw edema and histological 

score when compared to the respective controls (p<0.0001; p=0.001; p=0.001, respectively). 

The CIA25 group had higher IgM values in the brain when compared to the CO25 group (p= 

0.01). The CIA50 and CO 50 groups did not show statistically significant differences. IgG 



 

analyzes did not show statistically significant differences when compared with controls 

(p>0.05). IL6 expression was increased in the CIA50 group when compared to the control 

(p=0.008). An association was identified between IL 6 expression and pain threshold at disease 

time 25 (r=-0.732, p=0.002) and 50 (r=-0.604, p=0.022). The quantification of degenerated 

neurons showed no statistically significant difference (p>0.05), but there is a tendency towards 

an increase in the number of degenerated neurons in mice from the CIA50 group when 

compared to the CO50 group (p=0.2442). 

Conclusion: Clinical, nociceptive, paw edema and histological scores characterized the 

presence of significant arthritis at 25 and 50 days, in the acute phase of the disease high IgM 

deposits were identified in the brain, whereas in the established phase established period only 

IL-6 expression was increased. An negative correlation between IL 6 expression and pain 

threshold was seen at both disease times (25 and 50 days). These findings may be indicative of 

neuroinflammation presence in the CIA model. 

Keywords: Rheumatoid arthritis; CIA model; Neuroinflammation; BBB.
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1. INTRODUÇÃO 

 
A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune inflamatória crônica, sistêmica e 

erosiva (1). Acomete principalmente as articulações das mãos e pés, causando severos danos à 

cartilagem e osso, o que acarreta à incapacidade física dos pacientes (1). A prevalência de AR 

varia de acordo com as características étnicas da população, no entanto, estima-se que a doença 

afete cerca de 1% da população mundial adulta (2,3) Considerada como uma doença 

multifatorial, fatores ambientais, agentes infecciosos e fatores genéticos estão envolvidos com 

a susceptibilidade e gravidade da AR (1,4). A fisiopatologia da AR é heterogênea, envolve 

alteração de sistemas celulares, moleculares e epigenéticos, como consequência ocorre a quebra 

da autotolerância e o estabelecimento da autoimunidade (5). Alterações em componentes do 

sistema imunológico levam ao desenvolvimento anormal de anticorpos que podem desencadear 

e mediar processo inflamatório crônico, principalmente nas articulações (1). A AR é marcada, 

sobretudo pela inflamação da sinóvia, revestimento articular, onde na fase mais agressiva ocorre 

a expansão do tecido proliferativo, formando assim o pannus, tecido que invade e danifica a 

cartilagem e o tecido ósseo(6). 

Ainda que afete primordialmente as articulações há também manifestações extra- 

articulares, como os nódulos reumatoides, a sarcopenia, lesões cutâneas, manifestações oculares 

e vasculite, e também a possibilidade de acometimento de rins, coração e sistema nervoso 

central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (7–10) Alterações neurológicas centrais e 

periféricas podem surgir em consequência de diferentes fatores, como por exemplo, pelo 

processo inflamatório sistêmico da própria doença ou influenciado pelas fármacos utilizados no 

tratamento (11). Dentre os casos já relatados e associados à AR, encontramos meningite, 

encefalite, infartos cerebrais múltiplos e alterações na substância branca (12,13) 

Os danos cerebrais descritos podem ocorrer em consequência da ruptura da barreira 

hematoencefálica (BHE) associada à inflamação crônica causada pela AR (14,15). A BHE atua 

como uma barreira seletiva para a difusão de citocinas, que são produzidas bilateralmente na 

barreira (SNC ou órgãos periféricos). Os sistemas de transporte específicos da BHE facilitam a 

entrada de certas citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF) (16) e quadros 

inflamatórios aumentam a sua permeabilidade (14,15,17–19). Estudos recentes demonstraram 

que em algumas doenças que cursam com aumento sistemático dos níveis de citocinas pró- 

inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1 beta e IL-17 também são relacionadas a aumento central 

dos níveis destas citocinas (11,20). No entanto, não há estudos que esclareçam a relação entre 
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as alterações da BHE e a dor inflamatória presente na AR. 

Neste contexto, constata-se a necessidade de uma melhor compreensão da relação entre 

o sistema neuroimune e as doenças autoimunes, como a AR. Os modelos animais, mimetizam 

a doença humana e apresentam baixo custo, possibilitam realizar estudos pré-clínicos da 

fisiopatologia, busca de biomarcadores periféricos e centrais e de novos tratamentos de 

diferentes doenças. Considerando a relevância do tema, este estudo teve como objetivo: (I) 

avaliar parâmetros neuroinflamatórios no encéfalo de camundongos submetidos ao modelo de 

artrite induzida por colágeno (CIA), um dos principais modelos experimentais de AR; e (II) se 

a presença dos marcadores inflamatórios no SNC influência na nocicepção dos animais já em 

momento inicial da doença. Portanto, a presente dissertação segue a disposição de: uma revisão 

da literatura (para apresentação do referencial teórico que suporte a relevância deste estudo) e 

um artigo original no qual são respondidas as perguntas de pesquisa.
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ESTRATÉGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS 

INFORMAÇÕES 

Esta revisão da literatura é focada em compilar informações sobre achados de 

neuroinflamação na artrite, especialmente no modelo animal de artrite induzida por colágeno. 

A estratégia de busca envolveu as bases de dados PubMed e Embase. As buscas foram 

realizadas utilizando descritores em língua inglesa, através dos termos “rheumatoid arthritis”, 

“blood-brain barrier”, “neuroinflammation”, “animal model”, “collagen-induced arthritis" e 

suas combinações. 

 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo esquemático da estratégia de busca de informações. *Critérios de exclusão dos artigos: tema 

não relacionado aos objetivos da pesquisa; artigos não disponíveis na íntegra; artigos não disponíveis em inglês 

e/ou português.

Registros excluídos* 
(n= 190) 

Registros identificados 

através de pesquisa de banco de 

dados (n= 107,779) 

Registros Selecionados 
(n= 400) 

Artigo de texto completo 
excluído, com motivos  

(n= 92) 

Artigos de texto completo 
avaliados para elegibilidade 

(n= 250) 

Estudos incluídos na síntese 
qualitativa  
(n= 150 ) 
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2.2. ARTRITE REUMATOIDE 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune sistêmica, crônica, progressiva e 

erosiva (1). A AR afeta, sobretudo, as articulações diartrodiais das mãos e pés, causando severos 

danos à cartilagem e osso, acarretando à incapacidade física dos pacientes (1,3,21–23). Esta 

patologia é caracterizada pela inflamação da sinóvia, revestimento articular onde, na fase mais 

agressiva, ocorre a expansão do tecido proliferativo, formando assim o “pannus”, tecido que 

invade e danifica a cartilagem e o tecido ósseo. 

Estando entre as doenças autoimunes e inflamatórias crônicas mais predominantes no 

mundo, a prevalência de AR varia de acordo com as características étnicas da população. 

Estima-se que a AR atinja cerca de 1% da população mundial adulta (3,24,25) Dados atuais 

demonstram que, no Brasil, essa prevalência seja de cerca de 0,22% da população (26). Trata-

se de uma doença musculoesquelética associada à idade, afetando principalmente indivíduos 

entre a terceira e quinta década de vida (3). Ainda, a doença atinge três vezes mais a população 

feminina, sugerindo que fatores hormonais podem ter um papel patogênico (27). 

 
2.1.1 ETIOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE 

A AR é considerada uma doença multifatorial. Assim, fatores ambientais, agentes 

infecciosos e fatores genéticos estão envolvidos com a susceptibilidade, bem como a gravidade 

da doença (1,4). O tabagismo destaca-se como o principal fator de risco ambiental, aumentando 

gradativamente o desenvolvimento de AR e reduzindo as taxas de remissão da doença (1,28–

30). Estudos realizados nas últimas décadas sugerem uma associação entre agentes infecciosos 

como parvovírus, vírus da rubéola, vírus Epstein-Barr e a bactéria Borrelia burgdorferi com a 

progressão da AR em um hospedeiro geneticamente suscetível (24,31). Dentre outros fatores 

relacionados ao desenvolvimento da AR, estão a poluição atmosférica, exposição à sílica, 

deficiência de vitamina D, obesidade, alterações na microbiota intestinal, doença periodontal e 

influência hormonal (estrogênio) (1,24,31). 

Sabe-se que há uma relação de cerca de 65% entre a herança genética e a AR soropositiva 

(quando há presença de anticorpos contra auto antígenos selecionados) e em aproximadamente 

20% na doença soronegativa (32). A predisposição genética desempenha um papel importante 

na patogênese da AR (1,33,34). A associação de predisposição mais bem estabelecida é com os 

alelos do antígeno leucocitário humano de classe II (HLA), com destaque para os alelos HLA-

DRB1 que codificam para o epíteto compartilhado (SE, do inglês shared epitope) conferindo, 

assim maior risco para o progresso e gravidade da doença (32,35–37). Estudos sobre a 
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associação do HLA com a AR, realizados com gêmeos homozigotos, sugerem que cerca de 

50% da contribuição genética para a AR esteja ligada a estes alelos (35,38). Indivíduos com 

artrite apresentam maior morbidade e mortalidade quando comparados com a população 

saudável, estimando-se uma redução de dez anos na expectativa de vida (7,20). Dentre as 

principais causas dos óbitos descritos para os pacientes artríticos estão infecções, doença 

cardiovascular e cerebrovascular, doenças linfoproliferativas e complicações gastrintestinais. 

Dentre os fatores preditivos de mortalidade, estão incluídos idade avançada, fator reumatoide 

(FR) positivo, incapacidade funcional, número de articulações acometidas, nódulos 

reumatoides e velocidade de sedimentação globular elevada (20,39–42) 

 
2.1.2 FISIOPATOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE 

A AR é resultante de um conjunto de processos imunológicos que, por sua vez, implicam 

na proliferação de células sinoviais e fibrose, formação de membrana vascular, cartilagem e 

erosão óssea (5). Sabe-se que linfócitos T, linfocitos B, macrófagos, neutrófilos e fibroblastos 

sinoviais colaboram para o desenvolvimento de uma resposta autoimune robusta contra os 

componentes articulares (1,5)(Figura 1). 

 

Figura 2. Alterações articulares na AR. (a) Articulação saudável; (b) Articulação doente. Adaptado de Smolen et 

al (5). 

A ação conjunta dos linfócitos T e B autorreativas levam à sinovite, infiltração celular e 

a um processo desorganizado de destruição e remodelação óssea (3,43). Os linfócitos T 

reguladores (Treg), também conhecido como células T reguladoras, são fundamentais na 

manutenção da tolerância imunológica e na prevenção da autoimunidade (44). A perda ou 

deficiência funcional destas células, acarreta na autoimunidade e dano aos órgãos, observados 
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em doenças como a AR (45,46). Já os linfócitos B, são precursores dos plasmócitos que 

secretam anticorpos e processam antígenos que promovem a ativação das células T e, assim, 

secretam citocinas pró-inflamatórias, como, por exemplo, interleucinas 1β (IL-1β), interleucina 

6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (47). 

Os macrófagos, importantes células do sistema imunológico, envolvidas na imunidade 

inata, possuem capacidades pró-inflamatórias, destrutivas e de remodelação, além de 

influenciarem a inflamação e destruição articular, tanto nas fases aguda quanto crônica da AR 

(50). Essas células liberam citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, TNF-α, IL-1β, IL- 

6, espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio e metaloproteinases (MMPs), além de 

realizarem fagocitose e apresentação de antígenos (48,49). Os neutrófilos fazem parte da 

imunidade inata, participam da inflamação da membrana sinovial por meio da síntese de 

prostaglandinas, proteases e EROs, e também estão envolvidas na secreção do TNF-α (50). 

A membrana sinovial, por sua vez, é a principal fonte de citocinas pró-inflamatórias e 

proteases (1). A membrana em conjunto com osteoclastos e condrócitos, fomenta a destruição 

articular (1). Em indivíduos saudáveis, as articulações são revestidas por uma fina membrana 

sinovial, que produz o líquido sinovial proporcionando manutenção da nutrição e da 

lubrificação da cartilagem e dos ossos (3,5). Na AR, a presença de inflamação crônica induz à 

formação de um tecido proliferativo na membrana, com infiltração de diferentes células 

inflamatórias que, por sua vez, levam ao dano articular (5). Essas projeções de tecido 

proliferativo penetram na cavidade articular e formam o pannus, tecido característico da artrite 

que invade a cartilagem e o tecido ósseo (1,7). 

 

2.1.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA ARTRITE REUMATOIDE 

A AR é referida como uma patologia inflamatória, crônica, progressiva e marcada pela 

presença de sinovite nas articulações (1). Comumente, a AR afeta as articulações sinoviais 

periféricas, como metacarpo e metatarso, tornozelos e punhos, contudo, pode haver também o 

comprometimento de joelhos, ombros, cotovelos e quadris (39,51). Os pacientes com AR 

podem apresentar dor e edema nas articulações como os principais sintomas, bem como, rigidez 

matinal e disfunção muscular (1). Esta patologia pode resultar danos progressivos e 

irreversíveis às articulações quando há inflamação persistente, ocasionando a perda de espaço 

articular, ósseo e de função, como também, deformidade articular como em casos de 

boutonnière ou em "pescoço de cisne" (7,52). Embora afete principalmente as articulações há 

também manifestações extra-articulares (EAMs) como os nódulos reumatoides, a sarcopenia, 
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lesões cutâneas, manifestações oculares e vasculite, e também a possibilidade de acometimento 

de rins, coração e sistema nervoso central e periférico (7–10). 

Complicações no sistema nervoso periférico são amplamente observadas na AR, 

entretanto, ainda há poucos relatos de casos de alterações no sistema nervoso central (SNC) 

associados à doença descritos na literatura (11,53,54). Alterações neurológicas centrais e 

periféricas podem surgir em consequência a diferentes fatores, como por exemplo, os danos 

estruturais causados pela AR nas articulações diartrodiais. Estes danos estruturais podem 

ocorrer pelo processo inflamatório sistêmico da própria doença ou influenciado pelas drogas 

utilizadas no tratamento (11). Relatos de danos no SNC em pacientes com AR são escassos. 

Entre os casos já descritos e associados à AR, encontramos meningite, encefalite, sintomas 

neurológicos focais, múltiplos infartos cerebrais, anomalias da substância branca, acidente 

vascular cerebral (AVC) e síndromes neurodegenerativas e desmielinizantes (12,13,55,56). 

Além disso, manifestações neuropsiquiátricas estão presentes na AR, incluindo depressão, 

disfunção cognitiva, alterações de comportamento, compressão da medula espinhal e 

envolvimento de nervos periféricos (57). A inflamação sistêmica presente na AR também pode 

influenciar na patogênese de doenças neurodegenerativas (58), bem como no comprometimento 

cognitivo (59). 

 
2.2 ALTERAÇÕES NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

Relatos de alterações no SNC associados à AR são limitados, entretanto, danos cerebrais 

descritos como meningite, encefalite, sintomas neurológicos focais, múltiplos infartos cerebrais 

e alterações na substância branca, podem estar relacionado a ruptura da barreira 

hematoencefálica (BHE) associada à inflamação crônica causada pela AR (3,60). A BHE é 

encontrada no cérebro e na medula espinhal, composta de células endoteliais capilares com 

poucas vesículas e revestidas por uma membrana basal contínua unida por junções apertadas 

(60). Essas características estruturais permitem que a BHE se comporte como uma barreira 

seletiva para a difusão de citocinas (polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares) que podem 

ser produzidas em ambos os lados da barreira (SNC ou órgãos periféricos)(60). 

A BHE pode comportar-se de diferentes maneiras perante a inflamação sistêmica (61). 

Alterações na constituição celular da barreira ou uma ruptura em suas junções podem causar 

um aumento de permeabilidade, o que por sua vez, resulta na ação de moléculas pró-

inflamatórias, células e autoanticorpos que afetam a função do SNC e levam a um dano neuronal 

(61,62). Em condições de doença, a BHE pode não ter a mesma resposta à inflamação em 
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relação a um SNC saudável (62). Não está claro como o processo inflamatório sistêmico e 

crônico da AR afeta a BHE, contudo, a permeabilidade desta, mostrou-se aumentada em 

pacientes artríticos (17–19,63–65) e em ratos submetidos ao modelo de CIA (66). 

Estudos sugerem que na presença de dano cerebral e doenças neurodegenerativas 

crônicas, a ativação astrocitária intensiva leva ao aumento na síntese e secreção de proteínas 

pelos astrócitos, como a família S100 (67,68). Estas proteínas são de ligação ao cálcio e estão 

envolvidas em diversas atividades regulatórias biológicas, como em células inflamatórias, 

neurônios, astrócitos, microglia e células endoteliais e epiteliais (69). O envolvimento de 

alterações na BHE tem sido relatado em doença neuro inflamatória (61). Doenças como 

Alzheimer (70), esclerose múltipla (EM) (71) e lúpus neuropsiquiátrico (NPSLE) (72)  são 

exemplos de condições neurodegenerativas e neuro inflamatórias relacionadas às alterações na 

BHE. Adicionalmente, o aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias circulantes como a 

IL-1, IL-6 e TNF-α tem sido associado a alterações persistentes em sistemas de 

neurotransmissores levando ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos e, 

principalmente, depressão (73,74). 

Os pacientes com AR apresentam dor inflamatória como um dos sintomas com maior 

impacto na qualidade de vida, (1) e tem sido sugerida uma relação entre a dor e o risco para a 

hiperpermeabilidade da BHE (75). No entanto, não está claro se as alterações da BHE são causa 

ou efeito do processo de cronificação da dor, sendo plausível que haja uma interação entre os 

fatores atuando de forma independente, contribuindo para a progressão da doença (76). 

Alterações em componentes do sistema imunológico levam ao desenvolvimento anormal de 

autoanticorpos que, por sua vez, desencadeiam e medeiam um processo inflamatório crônico, 

especialmente nas articulações (1).  As citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, IL-1beta, 

IL-6 e IL-17 também atuam como mediadores da dor, agindo diretamente no processo (77). 

Uma das citocinas consideradas fundamentais na fisiopatologia da AR é o TNF-α (47). 

Esta citocina está relacionada à disfunção da BHE (78). O TNF-α é secretado por macrófagos, 

linfócitos T auxiliares tipo 1 (Thl) e muitas células parenquimatosas em situações 

fisiopatológicas, e no SNC é liberado por neurônios e células gliais atuando em diferentes 

condições fisiopatológicas (60). Ele possui ação pleiotrópica, sendo que no SNC é essencial na 

regulação neuroendócrina e modula respostas inflamatórias, degenerativas, vasculares e 

traumáticas (65,79) 

A produção de TNFα estimula a produção de IL-6 crucial para a imunidade inata e 

adaptativa (80). Já a produção excessiva e desregulada desta citocina está envolvida em diversas 
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doenças e influência em uma inflamação persistente (81). Na AR, a IL-6 está envolvida em 

diferentes processos fisiológicos como resposta imune, inflamação e metabolismo ósseo (82). 

A presença de IL-6 no sistema nervoso central foi associada à progressão da doença e gravidade 

dos sintomas da doença de Alzheimer (83). 

 
2.3 MODELOS DE ANIMAIS DE ARTRITE 

Os modelos animais são ferramentas importantes na pesquisa pré-clínica para a 

compreensão dos mecanismos biológicos de doenças (84). Dentre as suas aplicações estão a 

verificação e validação de novas vias moleculares e alvos envolvidos na patogênese, bem como, 

para o rastreio e avaliação de potenciais agentes preventivos e terapêuticos (84–86). 

Diferentes modelos animais para artrite são conhecidos, cada um caracteriza um subtipo 

da doença, e vários deles foram utilizados com sucesso em pesquisas para a descoberta de novos 

alvos terapêuticos e na avaliação de compostos para abordagens terapêuticas inovadoras (87). 

Portanto, é necessário que alguns fatores sejam levados em consideração para a escolha de um 

modelo ideal a ser aplicado em um determinado projeto, dentre eles a capacidade de mimetizar 

a patologia humana, a facilidade de realização do modelo e também o tempo de duração do 

protocolo experimental (87,88). Os modelos mais citados na literatura, destacam-se 

principalmente os modelos induzidos por injeções de colágeno do tipo II (artrite induzida por 

colágeno (CIA) (89); por injeção de antígenos, geralmente a albumina bovina sérica metilada 

(mBSA) (artrite induzida por antígeno (AIA) (84); por injeção com adjuvante completo de 

Freund (artrite induzida por adjuvante (CFA) (90); e o pristane (artrite induzida por pristane 

(PIA) (91). 

 
2.3.1 ARTRITE INDUZIDA POR COLÁGENO (CIA) 

O modelo experimental de artrite induzida por colágeno (CIA) é considerado um modelo 

in vivo padrão ouro para o estudo da AR em razão de desenvolver características como a 

violação da tolerância e geração de autoanticorpos e o colágeno. A metodologia do modelo 

baseia-se na injeção de cepas geneticamente suscetíveis em animais com colágeno do tipo II 

(CII) diluído em adjuvante completo de Freund, o que induz a artrite com presença de sinovite 

e erosões semelhante a AR (89,92). A escolha deste modelo justifica-se devido a sua fácil 

reprodutibilidade e por apresentar-se como um modelo abrangente em opções de animais 

geneticamente suscetíveis para o desenvolvimento (87). 

Na literatura é possível encontrar diferentes protocolos para indução do modelo CIA em 
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camundongos, sendo o modelo mais utilizado a imunização ativa por inoculação com colágeno 

heterólogo tipo II, mas também pode ser utilizado o colágeno de galinha tipo II (84,89,92). A 

CIA induzida por colágeno bovino em camundongo compartilha várias características tanto 

clínicas, como histopatológicas e imunológicas com a AR humana, como por exemplo, o 

desenvolvimento de eritema e edema, sinovite, formação de pannus, erosão da cartilagem e 

osso (84) 

 

Figura 3. Esquema do protocolo experimental de CIA. CII: Colágeno bovino tipo II; CFA: Adjuvante completo 

de Freund; IFA: adjuvante incompleto de Freund. Fonte: Elaborada pela autora. 

O acometimento da doença ocorre em 80-100% dos animais submetidos ao modelo de 

indução por colágeno, entretanto, as diferentes linhagens suscetíveis a esse modelo podem 

apresentar-se de forma desigual, necessitando assim, de adequações no protocolo, como no tipo 

de colágeno e a concentração de M. tuberculosis (89,93). Os camundongos da linhagem DBA/1 

J costumam ser mais suscetíveis ao protocolo de imunização com CII e desenvolvem doença 

com uma concentração de 1 mg/ml de M. tuberculosis. Por sua vez, camundongos C57BL/6J 

são resistentes à artrite induzida pelo colágeno bovino tipo II, entretanto, costumam desenvolver 

artrite quando imunizados com colágeno de galinha tipo II e necessitam de 3-4 mg/ml de M. 

tuberculosis. Vale ressaltar também que a artrite em geral desenvolve-se mais lentamente em 

camundongos C57BL/6J, bem como, os casos são mais leves quando comparados aos 

camundongos DBA/1J (89). 

Pesquisas com foco sobre o impacto da inflamação sistêmica no SNC em diferentes 

doenças vêm ganhando espaço, principalmente utilizando modelos animais (66). Embora 

extremamente relevantes, achados sobre neuroinflamação na AR são escassos, tanto em 

pesquisas utilizando animais, quanto em estudos clínicos. A utilização de um modelo que 

mimetiza a doença humana torna-se relevante para a compreensão dos mecanismos de 
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comunicação entre o sistema imunológico periférico e central, assim como podem proporcionar 

novas perspectivas na busca por estratégias eficazes a fim de neutralizar as consequências nos 

pacientes.  
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3. MARCO TEÓRICO 
 

 
 A base teórica acima descrita na presente dissertação demonstra que a inflamação 

crônica e persistente encontrada nos casos de artrite reumatoide é complexa e envolve diversas 

vias patogênicas. A produção de autoanticorpos leva a inflamação crônica, principalmente nas 

articulações, podendo afetar outros órgãos e sistemas do corpo. Quando no SNC, as células do 

sistema imune, como linfócitos T e B, citocinas e autoanticorpos interagem com a BHE, e 

podem causar a ruptura de suas junções. Consequentemente há o comprometimento das funções 

do SNC, e o surgimento de sintomas, como disfunções cognitivas, convulsões, distúrbios de 

humor, depressão e outros. Embora a relação entre o sistema autoimune e a BHE seja conhecida, 

pouco se sabe como esta interação acontece na AR. Desta forma, o estudo desta relação em 

modelos animais de artrite reumatoide pode avançar nosso conhecimento sobre o impacto da 

AR no SNC e refletir em benefícios para o diagnostico, tratamento da doença, suas 
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comorbidades e agravantes. 
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4. JUSTIFICATIVA 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória crônica que leva à deformidade e 

incapacidade progressivas das articulações. A AR tem demonstrado aumentar a morbidade e 

mortalidade por doenças cardiovasculares e cerebrovasculares. Relatos de alterações no sistema 

nervoso central (SNC) associados à AR são limitados, entretanto, danos cerebrais descritos 

como meningite, encefalite, sintomas neurológicos focais, múltiplos infartos cerebrais e 

alterações na substância branca, podem estar relacionado a ruptura da barreira hematoencefálica 

(BHE) associada à inflamação crônica causada pela AR (21,60) 

Ainda, não está claro como as alterações do sistema imunológico na AR influenciam na 

função microvascular cerebral, especialmente na função da BHE. Tendo em vista a necessidade 

de compreensão sobre as alterações no sistema imunológico e sua influência neurológica em 

doenças autoimunes, como a AR, estudos pré-clínicos utilizando modelos animais que 

mimetizam a doença humana são necessários. Modelos animais são uma excelente fonte para 

melhor compreensão de mecanismos fisiopatológicos de diversas doenças. Há diversos 

modelos animais que mimetizam os sinais e sintomas da AR, dentre eles, o modelo de artrite 

induzida por colágeno (CIA) se destaca por ser considerado padrão ouro. Nos últimos anos este 

modelo vem sendo explorado em diversas áreas. Ainda são escassas as informações sobre 

neuroinflamação neste modelo animal, bem como, a relação desta com a dor crônica que 

acomete muitos pacientes com AR. Diante do exposto, faz-se necessária a busca de novos 

parâmetros neuro inflamatórios no modelo CIA, a fim de auxiliar na elucidação dos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos com a dor crônica, presente na AR.
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5. OBJETIVOS 

 
5.1 OBJETIVO PRIMÁRIO 

Avaliar a resposta nociceptiva e parâmetros neuro inflamatórios de camundongos 

durante o desenvolvimento de  um modelo de artrite induzida por colágeno. 

 
5.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 
- Avaliar a nocicepção de camundongos durante o desenvolvimento de um modelo de 

artrite induzida por colágeno; 

- Avaliar parâmetros neuro inflamatórios (IgM, IgG e IL-6;) em encéfalo de 

camundongos durante o desenvolvimento de um modelo de artrite induzida por colágeno; 

- Analisar degeneração neuronal no encéfalo de camundongos durante o 

desenvolvimento de um modelo de artrite induzida por colágeno. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Com base nos achados apresentados nesta dissertação, pode-se constatar que o modelo 

experimental de artrite induzida por colágeno (CIA) apresentase-se como um modelo capaz de 

mimetizar com precisão os sintomas nociceptivos encontrados em pacientes com artrite 

reumatoide. O modelo tambem demonstrou ser capaz de influenciar na resposta neuroimune. 

Até onde temos conhecimento, nosso estudo foi o primeiro a avaliar os parâmetros 

neuroinflamatórios no encefalo de camundongos submetidos ao modelo de CIA, bem como a 

verificar a associações entre estes paramêtros neuroinflamatórios com parâmetros nociceptivos 

apresentados por esses animais.  

Como esperado, os animais do grupo CIA apresentaram altos índices de escores clinico, 

edema, histopatologia da articulação e nocicepção a partir do momento definido como CIA 

inicial, que demonstram a eficácia da indução do modelo. Embora os escores caracterizem a 

presença de AR tanto no CIA25 quanto no CIA50, apenas a fase inicial (CIA25) do processo 

inflamatório demonstra níveis elevados de IgM, o que é indicativo de uma neuroinflamação 

aguda da AR. Nivis elevados de IL-6 foram identificados no periodo estabelecido da doença 

(50 dias), ainda que tenha a presença desta proteína tenha sido vista ja no periodo inicial da 

doença. Em relação a quantificação de neuronios, verificamos uma tendencia numerica de 

aumento no grupo CIA50, que demonstra que o modelo pode ser capaz de interagir com as 

junções da BHE e influenciar no processo de declínio dos neurônios. 

Para melhor entendermos sobre as implicações do modelo experimental na 

permeabilidade da BHE, assim como nas manifestações neurofisiológicas, novos estudo devem 

ser realizados com uma nova metodologia de coleta,  análise e armazenamento de amostras. 

Outra proposta seria um maior tempo experimental e a análise de marcadores inflamatórios 

periféricos que indicam a gravidade da doença. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

Este estudo foi pioneiro em relação a primeiro a avaliar os parâmetros neuroinflamatórios 

em CIA e a demonstrar a presença de depositos de IgM, IgG e IL-6 no encefalo destes animais. 

Na continuidade deste trabalho, pretendemos aprofndar as investigações a cerca das 

implicações do modelo de CIA e neuroinflamação, explorando com as manifestações clínicas, 

bem como as alterações morfológicas, comportamentais moleculares e celulares no cérebro 

destes animais. Dentre as prespectivas futuras do grupo de pesquisa, estão a análise de outros 

marcadores inflamatorios como Interleucina-1, Interleucina-17 e TNF-α, e a análise de 

marcadores de ativação microglial como IBA-1 e F4/80. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1 - Metodologia expandida 

 

9.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Trata-se de um projeto experimental comparativo, com utilização de material biológico 

(encéfalos de camundongos), do projeto CEUA – HCPA sob número 2018-0367, armazenadas 

em blocos de parafina (corte anterior e posterior). 

 

9.2 ANIMAIS 

Para diminuir o número de animais utilizados pelo grupo de pesquisa, os tecidos utilizados 

neste projeto foram coletados de animais incluídos em um projeto anterior do grupo de pesquisa 

aprovado no CEUA – HCPA sob número 2018-0367. No referido projeto, foram utilizados 32 

camundongos machos DBA1/J. de 8-12 semanas de idade. Os animais foram mantidos em 

gaiolas com água e comida ad libitum no biotério climatizado da Unidade de Experimentação 

Animal do Hospital de Clínicas de Porto Alegre com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo 

de luz controlado (12/12-claro/escuro).  A manipulação animal, coleta de dados, 

desenvolvimento experimental e eutanásia foram realizados na Unidade de Experimentação 

Animal (CP-HCPA) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) durante todo o projeto. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Doenças Autoimunes (LABDAI) e as 

amostras serão analisadas na Unidade de Análises Moleculares e de Proteínas (UAMP) do 

Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do HCPA. 

 

9.3 MODELO EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR COLÁGENO 

(CIA) 

A indução do modelo de CIA foi feita utilizando colágeno bovino tipo II (CII) dissolvido 

em 0,1 M de ácido acético a 4°C por 12h (2 mg/ml). O adjuvante completo de Freund (CFA, 

Sigma, St Louis, MO, USA) será misturado com 2 mg Mycobacterium tuberculosis (bactéria 

inativada) (strain H37RA, Difco, Detroit, MI, USA). No adjuvante completo de Freund, cada 

mL contém 1 mg de Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC 25.177), a qual foi inanimada 

pelo calor; 0,85 mL óleo de parafina; 0,15 mL monoleato de manide. São misturados em 

volumes iguais de CII (2 mg/ml) e CFA (2 mg/ml) para formar a emulsão. A doença foi induzida 

através da injeção de 50 µl da emulsão, no dia zero, com imunização intradérmica na base da 
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cauda (TEIXEIRA et al. 2013). Freund, cada mL contém 0,85 mL óleo de parafina e 0,15 mL 

monooleato mannide. Para as imunizações, os animais foram anestesiados e mantidos com 

isoflurano (4-5% e 1-2%, respectivamente) diluído em oxigênio a 100% (fluxo de O2 de 0,5 

L/min) e fornecido via cone nasal. Os animais CO foram anestesiados no dia da indução e, 

posteriormente, no booster a fim do grupo CO ter o mesmo estresse do grupo CIA. Faz-se 

necessário a utilização de camundongos da linhagem DBA/1J pois esta linhagem é suscetível 

ao desenvolvimento da artrite experimental através de indução por CIA (6). 

Grupos experimentais: 

Os animais foram randomizados aleatoriamente em 5 grupos. Sendo CO - grupo controle 

saudável sem intervenção e CIA - camundongos submetidos ao modelo de artrite induzida por 

colágeno; 

- CO 25 dias (8 animais); 

- CO 50 dias (8 animais); 

- CIA 25 dias (8 animais); 

- CIA 50 dias(8 animais). 

Os animais alocados no grupo CIA, receberam a indução da doença no dia zero e um 

booster no dia 18. Para avaliar os níveis na doença inicial e na doença estabelecida, o 

experimento foi realizado em três blocos. No primeiro bloco, 5 animais sem indução, foram 

eutanasiados no dia zero. No segundo bloco, 8 animais do grupo CIA e 8 animais do grupo CO 

foram eutanasiados no dia 25 após a indução. No terceiro bloco, 8 animais do grupo CIA e 8 

animais do grupo CO e foram eutanasiados no dia 50 após a indução. 

 

9.4  ESCORE CLÍNICO 

Os animais foram monitorados diariamente durante todo o período experimental por 

examinadores cegados. A gravidade da artrite foi determinada clinicamente em cada membro, 

no dia zero, 18 (dia do booster) e três vezes por semana durante todo o experimento, de acordo 

com a seguinte escala, que varia de 0 a 4: 

0 – Sem sinais de eritema ou edema; 

1- eritema e edema leve restrito ao meio do pé/mão (tarso/carpo) ou à articulação 

do tornozelo/punho; 

2 - eritema e edema leve se estendendo do tornozelo/punho até o meio do pé/mão; 

3- eritema e edema moderado se estendendo do tornozelo/punho até as articulações 

metatarsais/metacarpais. 
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4- eritema e edema grave se estendendo do tornozelo/punho aos dedos do pé/mão 

(ou anquilose do membro). 

O escore total do animal será considerado a somatória dos escores de cada pata, sendo 

um máximo de 16, ou seja, escore máximo de 4 nas quatro patas somando no total 16 (94,95). 

A gravidade máxima que um camundongo pode atingir neste modelo é 4 com a presença de 

anquilose do membro pélvico, ou seja, há presença da doença severa no animal. Ao final dos 

50 dias de experimentação os animais apresentarão o escore máximo com atrofia, 4, de acordo 

com trabalhos anteriores do grupo, porém, não é descartado o viés de que alguns animais 

possam ter escores menores do que o máximo (94). 

 

9.5 EDEMA 

O edema da pata foi medido três vezes por semana até o fim do periodo experimental 

através de pletismômetro (Insight Ltda, Ribeirão Preto, Brasil), o qual mensura com exatidão o 

volume dos membros pélvicos dos camundongos. O animal foi imobilizado por 

aproximadamente 3 minutos, tempo de duração do experimento, em uma posição que facilite o 

manuseio e medida, sendo assim, sua pata posterior foi esticada e inserida até a linha anatômica 

de uma solução no equipamento (94). O volume dos membros pélvicos foi considerado de 

acordo com o volume de deslocamento desse líquido (expresso em ml). Esse acompanhamento 

foi feito a partir do dia zero, antes da primeira imunização, sendo este considerado o volume 

inicial. Ao longo do período experimental a análise do edema foi realizada três vezes por 

semana durante todo o experimento. 

 

9.6 NOCICEPÇÃO 

A nocicepção dos membros pélvicos e torácicos foi avaliada no dia zero, no booster (dia 

18) e nos dias 25 e 50 após a indução em uma sala silenciosa, onde os camundongos foram 

dispostos em caixas acrílicas (12x10x17 cm), as quais são apoiadas sobre uma grade de ferro 

por 15 minutos para a ambientação. A estimulação ocorre quando os animais estiva parados, 

sem apresentarem movimentos exploratórios ou defecação. Para esse experimento foi utilizado 

um medidor de pressão eletrônico (Analgesímetro Digital, Insight Equipamentos Ltda), 

consistindo de uma haste acoplada a um transdutor de força contendo uma microponteira de 

polipropileno adaptada (4,15mm 2 de área de contato; IITC Inc., Life Science Instruments, 

Woodland Hills, CA, USA) em uma extremidade. Após a ambientação, será aplicada sob a área 

central da pata traseira do animal uma força crescente perpendicular para induzir a flexão 
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seguida pela retirada da pata. A força aplicada foi reproduzida automaticamente no 

analgesímetro quando a pata for retirada. O procedimento demora aproximadamente 3 minutos 

por camundongo. O peso necessário para flexão elucidada foi expresso em gramas e o teste será 

realizado em triplicata (96,97). 

 

9.7 EUTANÁSIA 

Nos dias 25 e 50 após a indução da doença, os blocos de animais dos grupos CO e CIA 

foram eutanasiados. Ambos os grupos foram submetidos à anestesia inalatória por isofluorano 

(5% vaporizado em 100% O2 0,5l/min) e foram eutanasiados por meio de punção cardíaca com 

os animais em plano profundo de anestesia. A articulação do tornozelo foi coletada para 

confirmação da indução da doença através de análise histopatológica. O cérebro foi coletado e 

dividido por corte coronal em duas partes (anterior e posterior), que foram acondicionados em 

Formol tamponado (10%) e emblocado em parafina após 24 horas, para análise por 

imunofluorescência de IgM e IgG, imuno-histoquímica para análise de IL-6 e contagem de 

neurônios degenerados. 

 

 9.8 HISTOPATOLOGIA DA ARTICULAÇÃO 

Após a dissecação anatômica das articulações, elas foram depositadas separadamente em 

recipientes contendo formol 10% tamponado e permaneceram por um período de 5 a 7 dias. 

Após esse período, o formol será retirado e as articulações serão imersas em ácido ítrico 10% 

por 24 horas para descalcificação da estrutura em combinação com a unidade de patologia 

experimental. As articulações serão cortadas em secções e coradas com hematoxilina eosina 

(HE) para a análise realizada por um patologista cegado. Para inflamação sinovial foi usado o 

sistema de acordo com de Oliveira Nunes et. al. (2013) no qual 5 campos de ampliação de alto-

poder (HPFs) foram analisados, sendo a média da contagem usada para as análises (98). Foram 

analisados: 

1) Infiltrado mononuclear inflamatório, classificado como 0 - ausente, 1 - leve (1-10%), 2 

- moderado (11-50%), e 3 - severo (51-100%); 

2) Hiperplasia sinovial através de sistema de contagem descrito por Douni et. al.(44): 0- 

ausente, 1 - leve (5-10 camadas), 2 - moderado (11-20 camadas), e 3 - severo (20 

camadas); 

3) Extensão da formação de pannus, baseado na impressão do leitor, classificado como: 0 

– ausente, 1 - leve, 2 - moderado, e 3 – severo; 
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4) Fibrose sinovial classificado como 0 - ausente, 1 - leve (1-10%), 2 – moderado (11-

50%), e 3 - severo (51-100%); 

5) Erosão da cartilagem, avaliada conforme sistema de contagem descrito por Douni et. al. 

(44) que avalia a porcentagem da superfície de cartilagem que é afetada: 0 – nenhum,1 

- leve (1-10%), 2 - moderado (11-50%0, e 3 - severo (51-100%); 

6) Erosão Óssea marcada como: 0 - ausente, 1 - leve (erosão 5HPF), 2 – moderado (erosão 

aumento), 3 - severo (erosão transcortical que invade medula óssea, neoformação óssea 

cortical). 

 

9.9 IMUNOFLUORESCÊNCIA DIRETA 

A avaliação de IgM e IgG foram examinadas por imunofluorescência direta usando a 

técnica de dupla coloração. Para a coloração de IgM, foi utilizado anticorpo policlonal IgM de 

cabra (diluição 1:100; Abcam - ab150123, EUA). Para coloração foi utilizado o anticorpo 

policlonal de cabra anti-IgG-FITC (diluição 1:50; Abcam – ab97022, EUA). Os blocos de 

parafina contendo parte anterior e posterior cérebro foram cortados em seções com 3µm de 

espessura. As seções foram submetidas à desparafinização em estufa a 75oC por 40 minutos. 

Após, as seções foram imersas em três xilóis por 5 minutos cada, depois em quatro álcoois a 

99% elavadas em água destilada. Para recuperação do antígeno, todas as seções foram 

incubadas com tampão citrato 10mM pH 6,0 por 35 min e aquecidas em banho-maria a 94oC 

por 10 min. Para o bloqueio de proteínas, as seçõesforam incubadas com BSA a 3% em PBS-

Tween 20 a 0,05% por 1 hora. Todos os anticorpos foram incubados com PBS-Tween 20 

contendo BSA a 2% em uma incubadora úmida por 4oC overnight. As seções foram lavadas 

três vezes por 5 min usando PBS-Tween 20 e 50µl de DAPI foram adicionados a cada seção de 

tecido, após 20 minutos a lâmina foi montada. As imagens foram capturadas em microscópio 

de fluorescência Olympus BX51 com uma ampliação final de 400x. Cinco fotos foram 

capturadas por animal. A intensidade da fluorescência foi digitalizada e quantificada pelo 

software ImageJ. As análises histopatológicas serão realizadas na Unidade de Patologia 

Experimental do Centro de Pesquisas Experimentais do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Todas as amostras serão analisadas por um patologista cegado. 

 

9.10 IMUNHISQTOQUIMICA 

A expressão da IL-6 no cérebro foi examinada pela técnica de imuno-histoquímica usando 

o anticorpo monoclonal anti-IL6 de coelho (diluição 1:25; Abcam - ab290735, EUA). Os 
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tecidos cerebrais foram cortados em seções de 4 µm de espessura e desparafinizados com xileno 

e reidratados com etanol. A recuperação antigênica enzimática foi realizada com proteinase K 

(0,4 mg/mL). Uma solução de peróxido de hidrogênio a 3% foi então usada para bloquear a 

atividade da peroxidase endógena. Os cortes foram incubados com o anticorpo por 50 minutos 

em temperatura ambiente. Após as seções terem sido lavadas três vezes com solução salina 

tamponada com fosfato, elas foram incubadas com reagente de detecção por 30 minutos em 

temperatura ambiente. Por fim, os cortes foram incubados com diaminobenzidina (DAB) por 

10 minutos e contracorados com hematoxilina por 2 minutos. Cinco imagens por animal foram 

capturadas usando um microscópio de fluorescência BX51 com uma ampliação final de 400x. 

A intensidade de IL-6 foi quantificada usando a pontuação de densidade óptica (OD) de IHC 

de acordo com o método de Nguyen et al (2013) usando o plug-in de criador de perfil IHC de 

código aberto no software ImageJ (99). 

9.11 TÉCNICA DE COLORAÇÃO FLUORO JADE 

Os neurônios degenerados no encéfalo foram examinados por meio da técnica de 

coloração com Fluoro Jade, considerada “padrão ouro” para detectar esse tipo de dano via 

fluorescência (32), sendo que o fluorocromo C é o que apresenta maior afinidade por neurônios 

em degeneração (33). Para isso, serão feitas lâminas com cortes histológicos de 10µm de 

espessura do encéfalo dos camundongos testados. O protocolo aqui adotado foi adaptado de 

Schmued e colaboradores (33). Brevemente, para a coloração, são necessárias três soluções: 

álcool absoluto básico (20mL de NaOH + 80mL de álcool absoluto); permanganato de potássio 

(180mg de KMnO4 + 300mL de dH2O); solução de Fluoro Jade C – solução stock (5mg de 

Fluoro Jade C + 50mL de dH2O) e solução de marcação (6mL de solução stock de FJC + 294mL 

de ácido acético). Todo o procedimento de coloração das lâminas será feito à temperatura 

ambiente e começará com a imersão das lâminas em álcool absoluto por 5 minutos, depois em 

álcool 70% por 2 minutos e então as lâminas serão enxaguadas em água destilada. Após, as 

lâminas serão secadas em estufa a 40ºC por 10 minutos e o esfriamento será feito de volta à 

temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas serão imersas por 10 minutos em um recipiente 

contendo a solução de 0,06% de KMnO4. Para que a solução banhe igualmente todas as lâminas 

e o tecido uniformemente, o recipiente será colocado em um shaker. Passa-se, então, a mais 

duas lavagens, de 1 minuto cada, com água destilada.  Os próximos passos do protocolo 

exigirão que sejam realizados no escuro, iniciando com a imersão das lâminas na solução de 

Fluoro Jade C por 20 minutos, seguida de três enxagues em água destilada (1 minuto cada). A 

secagem será feita overnight, no escuro e à temperatura ambiente, sobre papel 
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toalha. Finalmente, no dia seguinte as lâminas serão mergulhadas em xilol 3 vezes, por 1 minuto 

cada vez, e será adicionada a lamínula, permitindo a visualização em microscópio confocal. 

Após prontas, as lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência Olympus 

BX51 com uma ampliação final de 400x, onde foram capturadas 5 fotos por animal. As 

contagens de neurônios Fluoro Jade positivos foram realizadas em duplicada por investigadores 

cegos. 

 

9.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A fim de diminuir o número de animais utilizados pelo grupo de pesquisa, este estudo 

piloto, utilizou amostras biológicas de um estudo anterior do grupo de pesquisa aprovado no 

CEUA – HCPA sob número 2018-0367. No referido projeto, foram utilizados 37 camundongos 

machos DBA1/J  de 8-12 semanas de idade, o tamanho da amostra  no estudo foi baseado em 

pesquisas anteriores do nosso grupo, em que o desfecho principal foi a atrofia muscular 

acessada pela área de secção transversa da miofibra (100) . 

 Os dados sem distribuição Gaussiana pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-

Smirnov são descritos como medianas e intervalo interquartílico. Edema da pata traseira, escore 

da doença, nocicepção, análise histopatológica e marcadores inflamatórios cerebrais (IgM e 

IgG) foram realizados usando ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni e é 

apresentado como média ± erro padrão da média (SEM). A associação entre imunoglobulina e 

interleucina com parâmetros nociceptivos foi avaliada pela correlação de Pearson ou correlação 

de Spearman quando apropriado. Os resultados foram inseridos em programa específico de 

análise estatística Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 18.0. Para todos 

os testes, foram consideradas diferenças estatisticamente significativas quando p<0,05. 

 


