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RESUMO

Face a dificuldade do estudo de material humano, muitos modelos experimentais, que mimetizam
doengas desmielinizantes, tém sido utilizados no estudo das caracteristicas celulares da
desmielinizacio e da limitada remielinizacio do sistema nervoso central. O objetivo desta
investigacdo foi estudar o fendmeno desmielinizante causado pela droga intercalante brometo de
etidio (BE), bem como o conseqiiente processo de remielinizagio, no tronco cerebral de ratos
Wistar adultos. Foram utilizados 34 animais divididos em grupo I (3 animais) utilizados para as
andlises histologica e ultraestrutural da porcio ventral da ponte, grupo II (21 animais) que
receberam uma fnica injecio de 10 ul (0,1% de BE em solugao salina 0,15M) na cisterna basal, e
grupo III ('10 animais) que receberam uma Gnica inje¢io de 10 ul de solugéo salina 0,15M. Do
grupo II, 3 animais foram perfundidos (1 para histologia e 2 para ultraestrutura) nos seguintes
intervalos de tempo (dias): 1, 3, 7, 11, 15,21 e 30. Do grupo III, 2 animais foram perfundidos (1
para histologia e 2 para ultraestrutura) até o periodo de 15 dias. No grupo II, lesdes
desmielinizantes foram encontradas principalmente na superficie ventral da ponte e se estendem de
1/3 a 1/2 na estrutura em sentido dorsal e posteriormente constituem formacoes cisticas. As lesdes
eram caracterizadas por espongiose do tecido nervoso confirmados & microscopia eletrOnica de
transmissdo por cariorréxis das células gliais, severas alteragdes citoplasmaticas, formagido de
figuras de "honey comb”, vesiculas de mielina € grande aumento do espaco extracelular. Aos 3
dias, a lesdo apresentava-se povoada por células fagociticas que iniciavam a remocgio dos restos de
mielina. A remielinizacio ficava confinada a periferia da lesio e era iniciada pelos oligodendrécitos
aos 11 dias. Embora neste mesmo periodo as células de Schwann estivessem relacionadas com
axOnios, a producgdo de mielina por essas células s foi evidenciada aos 15 dias apds a injecio do
BE. Na area de remielinizacio os oligodendrdcitos estavam sempre associados a nichos de fibras
desmielinizadas onde eram evidentes processos citoplasmaticos astrocitdrios, por outro lado, as
células de Schwann apresentavam-se associadas apenas a fibras individualizadas que ndo
estivessem relacionadas com processos astrocitirios. Nesta investigagio a remielinizagio do
encéfalo foi significativamente realizada por oligodendrdcitos, € na auséncia de processos

astrocitdrios as células de Schwann remielinizantes migravam para a lesdo, e nio se relacionavam

obrigatoriamente com 08 espacos perivasculares € subpiais. Provavelmente a astrocitose, per se,

ndo deve ser responsabilizada pelo impedimento da remielinizacfio por oligodendrdcitos.



SUMMARY

The difficulty to study human tissue, had led to the development of many experimental models,
that mimic the nervous system demyelinating diseases. The models have contributed to the
understanding of many cellular events involving the demyelination as well as the limited
remyelination of the central nervous system. The objective of this investigation was to study the
process of demyelination caused by the intercalant drug ethidium bromide (EB) , as well as the
consequent remyelination in the brainstem of Wistar adult rats. It were utilized 34 animals divided
into group I (3 animals) as used for histologycal and ultrastructural analyses of the ventral part of
the pons, the group II (21 animals) received a single injection of 10 ul (EB/0,1% of 0,15M saline)
into the basal cisterna; the group III (10 animals) that received a single injection of 10 ul of saline

solution 0,15M. In the group II 3 animals were perfused (1 for histology and 2 for ultrastructure)
in time intervals (days): 1, 3, 7, 11 and 15 days after EB injection. In the group 11I,. Demyelinated
lesions were found find mainly in the ventral surface of the pons and extended by 1/3 to 1/2 along
the dorsal direction and later on constitute cystic formations. The lesions were characterized by
status spongiosus on the nervous tissue, which is corroborated by ultrastructural observations
showing cariorrexis of the glial cells, severe cytoplasmic alterations, honey comb formation,
myelin vesicculation and finally loss of the myelin by the axons and widening of extracellular
space. After 3 days the lesion is invaded by phagocytic cells that began the removal of myelin
debris.The remyelination was confined to the periphery of the lesion and began with the
oligodendrocytes by 11 days by this time the Schwann cells were already connected with axons,
but myelin production only began by 15 days after EB injection. In the remyelinated area the
oligodendrocytes were always associated with groups of demyelinated fibers, where are evident in
between several cytoplasmic astrocytic processes, on the hand, the Schwann cells were seen
associated with individualized fibers without any contact with astrocytes processes. In this model,
the encephalic temyelination was chiefly carryed out by oligodendrocytes. In the absence of the
astrocytic processes the remyelinating Schwann cells, migrate to the lesioned area .



1. INTRODUCAO

Face a dificuldade do estudo de material humano, muitos modelos experimentais
tém sido utilizados no estudo da biologia da desmielinizacio primaria e da
remielinizagido que ocorrem em doengas espontineas do Sistema Nervoso Central (SNC);
estes modelos experimentais procuram mimetizar as patologias desmielinizantes, bem
como esclarecer fatores fisiopatoldgicos das doencas ¢ o comportamento das células
gliais envolvidas com a remielinizacdo frente aos agentes lesivos.

Dentre as doencas desmielinizantes do SNC nos humanos a de maior gravidade e
prevaiéncia em todo o mundo € a esclerose miiltipla (EM) (POSER, 1992). No Brasil
ainda ha caréncia de dados estatisticos abordando a epidemiologia da EM (GOMES &
ALMEIDA, 1991).

O modelo de desmielinizacdo priméria do brometo de etidio (BE) tem sido de
grande utilidade por permitir o estudo da fisiopatologia da desmielinizacio toxica do
SNC e por demonstrar a remielinizacao por oligodendrécitos € células de Schwann apés
a injecdo local da droga. Foi através deste modelo experimental que GRACA (1986)
demonstrou o comportamento das células de Schwann dentro da medula espinhal.



A remielinizacio no encéfalo e o comportamento das células de Schwann sio de
fundamental importincia, uma vez que nesta porcio do SNC hd maior quantidade de
astrécitos do que na medula espinhal (GRACA, D.L. comunicacdo pessoal). Além disso
verifica-se uma heterogeneidade astrocitaria decorrente de atividades bioquimicas e
fisiol6gicas existentes em fungio da sua localizagio (PATEL et al, 1985). Outrossim a
medula espinhal mostra remielinizacio mais extensiva por células de Schwann do que o
encéfalo (McDONALD, 1974). Estes fatos levam a supor que no encéfalo a gliose
astrocitaria, induzida pelo BE, deva ser mais proeminente a ocorrida na medula espinhal,
e explicariam também a dificuldade de acesso das células de Schwann as lesGes
desmielinizantes do encéfalo.

A correlagdo entre a astrocitose do encéfalo e a remielinizacao por células de
Schwann é de fundamental importincia no entendimento da fisiopatologia das lesGes

desmielinizantes do SNC. Concomitantemente, os oligodendrécitos remanescentes da
lesdo provocada pelo BE, e/ou provenientes por diferenciacio da linhagem celular
adulta, oligodendrécito -astrocito tipo II (O—ZAad““a), poderiam ser parcialmente
responséveis pela remielinizacio, incompleta ou total, da lesdo induzida.

A presente investigacio objetivou estudar os efeitos desmielinizantes da droga
intercalante BE no tronco cerebral de ratos Norvegicus adultos, da cepa Wistar. Foram
estudados os eventos celulares pertinentes ao processo de desmielinizacio, desde a fase
aguda da intoxicacdo até a reparacio do tecido lesado. Durante a fase de desmielinizacao
foram investigados os processos de quebra da bainha de mielina, as alteragoes axonais €
os fendmenos coadjuvantes decorrentes da inflamacio local (infiltracdo perivascular e
intersticial por linfécitos, eritrocitos e grandes células mononucleares responsaveis pela
remocio e degradacio da mielina presente no intersticio) causados pelo BE.

Além disso, também foi objetivo, analisar a capacidade de remielinizacio das fibras
nervosas do tronco cerebral de ratos Wistar adultos, identificar a célula bainha
remielinizante (oligodendrécito ou célula de Schwann), bem como estabelecer
cronologicamente o predominio de uma ou outra no processo de remielinizacdo. Ou seja,
o seguimento das lesdes a longo prazo (até 30 dias apds a inoculagio do BE) permitiu
estudar o grau e a capacidade de remielinizacdo dos oligodendrocitos e/ou células de
Schwann que migraram do sistema nervoso periférico (SNP).



Os resultados desta investigacdo foram discutidos & luz daqueles induzidos pelo
fairmaco na medula espinhal de ratos Wistar adultos (GRACA, 1986; GRACA &
BLAKEMORE, 1986) ap6s injecdo local tnica. Esses mesmos resultados foram
analisados em conjunto com os dados obtidos por YAJIMA & SUZUKI (1979a;b), que
estudaram o processo de desmiclinizacio e remielinizacio das fibras nervosas no tronco
cerebral de ratos jovens, num periodo de 1 a 15 dias apés a inocula¢do do BE na cisterna
basal. Por ultimo os resultados desta investigacdo foram comparados com aqueles
obtidos por GRACA & BLAKEMORE (1985) que inocularam o BE na cisterna basal de
ratos lactentes e identificaram a presenca de "scrolls" (estruturas membranosas alongadas
enroladas sobre si mesmas, lembrando um pergaminho) dentro do citoplasma dos
oligodendrdcitos (estrutura esta até agora somente relatada em oligodendrécitos de ratos
lactentes sujeitos a processos de desmielinizagéo).

Esta investigacdo é de interesse também, no estudo da regionalidade funcional do
SNC frente as lesdes desmielinizantes e & capacidade de remielinizagio por
oligodendrécitos e/ou células de Schwann em funcio dessas especificidades locais.
Concomitantemente a comparacio deste estudo com aqueles realizados por YAJIIMA &
SUZUKI (1979a;b) e GRACA & BLAKEMORE (1985) permitin estudar diferentes
aspectos da remielinizacdo do tronco cerebral em individuos de diferentes idades, uma
vez que dados recentes denotam a diferenca no grau de remielinizacdo por células de

Schwann ou oligodendrdcitos, na medula espinhal de ratos em diferentes idades
(GILSON & BLAKEMORE, 1993).

Concluindo, tentou-se obter dados sugestivos para explicar a quase total auséncia
de remielinizagio das lesdes desmielinizantes do SNC em doencas espontaneas do tecido
nervoso, além de procurar identificar fendmenos celulares que possam estar envolvidos
em doencas desmielinizantes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Introducao

Para se estudar doencas tdo complexas, como as desmielinizantes, esforcos
multidisciplinares devem estar envolvidos na tentativa iltima de se encontrar a resolucio
do processo patologico. Muito mais freqiiente que a desmielinizacdio do SNC ¢é a do
sistema nervoso periférico (SNP), devido & polirradiculoneuropatia inflamatdria
idiopatica aguda ou sindrome de Guillain-Barré. No entanto, enquanto a
polirradiculoneuropatia apresenta, na maioria das vezes, um curso autolimitado, o
mesmo nido € verdade para a EM, que ainda carece de esclarecimentos etiopatogénico,
fisiopatologico e terapéutico definitivos. A tnica caracteristica histolégica marcante
nesta doenca € a presenca de areas de desmielinizacdo primaria, as quais ndo apresentam

remielinizacdo. E esta perda da bainha de mielina responsével pela semiologia da doenga
(McDONALD, 1974). Para a compreensio de uma doen¢a como um todo deve-se
inicialmente estudar a biologia celular do tecido sobre 0 qual a mesma incide. Portanto
nesta revisao serao abordadas, em especial as células da neurdglia e a bainha de mielina
bem como os fenémenos de desmielinizacio e remielinizacio do SNC.



2.2 - Origem e estrutura basica do sistema nervoso

O sistema nervoso desenvolve-se a partir de uma 4rea espessada do ectoderma
embriondrio chamada placa neural. A formacio do tubo neural e da crista neural, a partir
da placa neural, dardo origem, respectivamente, ao SNC e a maior parte do SNP
(MOORE, 1984). Portanto, a estrutura do tecido nervoso do SNC € constituida por
neurénios e células gliais, provenientes de uma camada simples de neuroepitélio
proliferativo ou células do tubo neural primitivo (para revisio ver WATSON, 1976;
PEREIRA & GRACA, 1990), e matriz extracelular ndo colagénica (BERTOLOTTO et

al, 1990).

A investigacdo dos neurdnios, "in situ", teve sua origem com os métodos

desenvolvidos por Golgi em 1873, principalmente a "Black Reaction” utilizando
impregnacio argéntica (também conhecida como impregnacido de Golgi) (PETERS et al,
1991). O termo neuréglia foi introduzido pelo patologista Virchow em 1856, em
referéncia ao termo "glia" que significa cola, para descrever os elementos que sustentam
os neurdnios (para revisio ver PETERS et al, 1991). O mesmo Virchow tinha descrito
pela primeira vez as bainhas de mielina em 1854 (para revisio ver RAINE, 1984). Os

estudos da matriz extracelular do tecido nervoso sio ainda pouco explorados e foram
revisados por CARBONETTO (1984) e RUTKA et al, (1988).

2.3 - Sobre a morfologia da neurdglia e das células microgliais

As investigagoes sobre as células da glia iniciadas por Virchow, prosseguiram com
Deiters, Golgi e Andriezen (para revisdo ver YOUNG, 1991). No entanto coube i
RAMON y CAJAL (1914) uma melhor descricio morfol6gica e funcional dos astrécitos,
uma das células gliais, através de métodos histolégicos utilizando cloreto de ouro e

mercurio. A distingio entre astrécitos fibrosos e protoplasmaticos, embora habitualmente
atribuida a Ramén y Cajal, foi na verdade feita por Andriezen em 1893 (para revisio ver
PRIVAT & RATABOUL, 1986). Dando continuidade a estes trabalhos del RIO

HORTEGA (1921) estudou o "terceiro elemento" dos centros nervosos, caracterizando



assim o oligodendrécito e a microglia, através do método de impregnacédo pelo carbonato
de prata.

Utilizando-se os métodos de impregnacdo de Golgi, a coloragio de Weigert para a
neurdglia, e posteriormente, o método de sublimacio pelo cloreto de ouro, foi possivel
caracterizar os astrocitos a microscopia optica em dois tipos: protoplasmaticos, presentes
principalmente na substincia cinzenta, com muitos e curtos processos citoplasméticos; e
fibrosos, presentes principalmente na substincia branca, interpostos entre as fibras
nervosas, possuindo processos citoplasmdticos longos e em menor nimero, com poucas
ramificacdes (para revisio ver PRIVAT & RATABOUL, 1986). A principal
caracteristica dos astrécitos é a presenca de fibrilas no citoplasma, principalmente nos
seus processos, que a microscopia eletrdnica de transmiss@o caracterizou como feixes de
filamentos com 1 a 2 um de espessura (MORI & LEBLOND, 1969b). Estes filamentos

foram posteriormente caracterizados bioquimicamente como uma classe de filamentos
intermedidrios e denominados filamentos gliais.

Os métodos de impregnacio argéntica utilizados para identificar oligodendrdcitos
(del RIO HORTEGA, 1921) revelaram que estas cé€lulas aparecem de vérias formas e
tipos; entretanto, genericamente, os oligodendrécitos apresentam-se com poucos
processos citoplasmaticos que se irradiam de um corpo celular esférico ou poligonal
(para revisao ver PETERS et al, 1991).

Com essa mesma técnica de impregnacdo del Rio Hortega caracterizou também as
microglias, como células com niicleo alongado ou triangular ¢ com escasso pericério de
onde originam-se processos citoplasmaticos finos e irregulares (para revisio ver
PETERS et al, 1991).

As observacdes da neurdglia em animais adultos, utilizando-se coloragdes como
hematoxilina/eosina ou cortes semi-finos corados pelo azul de toluidina, revelam apenas
suas caracteristicas nucleares ¢ nao evidenciam o citoplasma. O niicleo do astrdcito é
grande, esférico ou algo angular e aparece pélido ou fracamente corado; o micleo do

oligodendrdcito é menor e aparece arredondado e picnético, isto é, com a cromatina bem
condensada (MORI & LEBLOND, 1969b; 1970). As micrdglias apresentam-se com
nicleo menor que do astrécito porém alongado (MORI & LEBLOND, 1969a).



Com base nas investigacoes 4 microscopia de luz, as células de suporte do SNC
podem ser classificadas em: 1) macrdglia: que sdo os astrocitos fibrosos e

protoplasmaticos e os oligodendrdcitos interfaciculares e satélites; 2) micréglia (para
revisdo ver PETERS et al, 1991).

Entretanto coube a Raff e equipe (RAFF et al, 1984; e RAFF, 1989) descrever
definitivamente as células da neurdglia levando-se em consideracio os aspectos
embriogénicos, identificados através de experimentos imunocitoquimicos. Os astrécitos
podem ser classificados em tipo I (protoplasmatico) e tipo II (fibroso) de acordo com as
funcées desempenhadas no tecido nervoso com base mnos experimentos
imunocitoquimicos (RAFF, 1989).

A microscopia eletronica de transmissao revelou as caracteristicas ultraestruturais

diferenciais das células da neurdglia. As descricoes ultraestruturais da neuroglia que se
seguem sdo fruto dos trabalhos de MORI & LEBLOND (1969b; 1970) no corpo caloso
de ratos jovens e GRACA (1986) e PEREIRA & GRACA (1990) na substincia branca
da medula espinhal de ratos Wistar adultos.

Os dois tipos de astrécitos diferenciam-se pela morfologia e distribuicdo dentro do
SNC. Os astrdcitos protoplasmdticos tém poucos filamentos gliais e localizam-se
principalmente na substincia cinzenta, os astrdcitos fibrosos tém muitos filamentos gliais
e localizam-se principalmente na substincia branca. Os feixes de filamentos gliais de 1 a
2 um de espessura intercalam-se com corpos eletrondensos numa matriz clara. Granulos
de glicogénio sdo freqiientes e algumas vezes configurando-se como particulas beta. As
superficies das células apresentam-se irregulares. Genericamente, o niicleo de ambos os
tipos de astrocito apresenta-se grosseiramente esférico, oval ou alongado, com grumos de
cromatina delimitando o envoltério nuclear; o nucléolo pode ndo ser proeminente.
Obviamente existerm astrocitos com caracteristicas morfolégicas e topograficas
intermedidrias entre esses dois subtipos.

Os oligodendrécitos foram caracterizados ultraestruturalmente em claros,

infermediarios e escuros, com base na eletrondensidade 4 microscopia eletronica de
transmissao. Por suas caracteristicas deduziu-se que os "claros" sdo menos diferenciados
e os oligodendrécitos "escuros" sdo mais diferenciados. Os 1ltimos possuem nicleo
denso e pequeno, com massa de cromatina unida 8 membrana interna do envoltério



nuclear e um nucléolo pequeno e excéntrico. O complexo de Golgi mostra sdculos curtos
e distendidos e as cisternas do reticulo endoplasmatico rugeso sao longas e regulares. A
célula possui poucos processos citoplasmaticos. Os oligodendrécitos interfasciculares
foram assim denominados porque se localizam principalmente na substincia branca,
entre os feixes de fibras nervosas, enquanto os oligodendrdcitos satélites relacionam-se
mais aos corpos dos neurdnios.

A célula microglial apresenta-se pequena e com significativo contraste entre a
cromatina € a matriz nuclear interposta; o citoplama apresenta-se pobre em organelas
envolvidas na secrecdo celular, e contém numerosos corpos eletrondensos. De acordo
com a sua localizacdo pode ser referida como micréglia pericital (em relagio direta com
os pericitos dos capilares) e micréglia intersticial.

2.4 - Sobre a fisiologia da neurdéglia e das células microgliais

Os astrdcitos possuem muitas funcdes importantes, especialmente na substincia
branca do SNC (para revisio ver FEDOROFF & VERNADAKIS, 1986). Dentre essas
funcdes destacam-se: suporte estrutural; reparacdo apds agressoes ao SNC (astrocitose);
isolamento das superficies neuronais modulando a transmissio de impulsos nervosos;
suporte mecanico para os oligodendrécitos durante a mielinizaco - responsabilidade do
astrécito tipo II (RAFF, 1989); funcio epitelial, uma vez que delimita o0 SNC através da
membrana limitante glial (GRACA,1986) - responsabilidade do astrécito tipo I (RAFF,
1989); e degradacio da mielina (extracelular) (D.I.GRACA, comunicagio pessoal).
Outras fungdes mais genéricas referem-se as suas propriedades eletrofisiolgicas e
propriedades bioquimicas referentes ao controle das concentracoes de sodio e potassio
nos nodos de Ranvier.

Quanto aos oligodendrocitos, os interfasciculates sio os responsiveis pela

formacdo das bainhas de mielina internodais dos axdnios no SNC, enquanto os
oligodendrocitos satélites desempenham a funcdo de suporte neuronal e possuem
potencialidade de formar mielina (LUDWIN, 1979a; GRACA, 1988).
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Ha fortes indicativos de que as micréglias pericital e intersticial tenham fungoes de
fagocitose e mobilidade dentro do SNC (MORI & LEBLOND, 1969a). A importancia
das células microgliais em processos patolégicos foi inicialmente referida pelo préprio
del Rio Hortega em 1932. Este fato desencadeou uma série de experimentos na tentativa
de esclarecer a origem dessas células (para revisio ver THOMAS, 1992 ¢ NAKAJIMA
& KOHSAKA, 1993). A questao discutida é definir se estas células sdo derivadas do
neuroepitélio ou de células da linhagem hematogénica derivadas do mesoderma. Na
verdade inimeras publicacOes atestam a favor da origem das células microgliais a partir
de mondcitos (PERRY & GORDON, 1988); embora um menor mimero de publicactes
sugiram a origem neuroectodérmica para estas células (SCHELPER & ADRIAN, 1986).
A micréglia pode ainda ser considerada como diferentes tipos funcionais de uma mesma
célula, de acordo com sua morfologia e expressio de antigenos de importincia
imunolégica (GEHRMANN & KREUTZBERG, 1993). A micréglia amebdide estd

presente somente na vida fetal e teria a fungdo de eliminar restos celulares através de
fagocitose, bem como auxiliar a modulacio do desenvolvimento do SNC. Através de
processos de ativagio ou conversdo ocorre a formagio da micréglia ramificada na vida
adulta, a qual é considerada inativa (THOMAS, 1992). Frente a lesdes ou agressdes do
SNC ocorre a diferenciacio da micréglia ramificada em micréglia ativada
(imunologicamente ativa) (NAKAJIMA & KOHSAKA, 1993). A micréglia ativada pode
se tornar fagocitica dependendo do tipo e gravidade da lesio em questio (ALTMAN,
1994)

2.5 - Mielinizacao

No SNC, os oligodendrécitos sobrepdem vdrias camadas de sua membrana
plasmadtica formando e sustentando uma estrutura periédica em espiral, a bainha de
mielina, que ird envolver o axdnio em segmentos chamados internodos. No SNP, a
funcdo de producio € manutengdo das bainhas de mielina € exercida pelas células de
Schwann. Cada célula de Schwann ird formar a bainha de mielina para um tnico
internodo de um axdnio, formando um segmento de bainha de aproximadamente 1 mm
de espessura e podendo consistir de até 300 camadas concéntricas de membrana
(ALBERTS et al, 1989); ja os oligodendrécitos formam segmentos similares, mas eles
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emitem prolongamentos que mielinizam varios ax6nios a0 mesmo tempo, em alguns
casos chegando a até 200 (GRACA, 1988). A mielinizacio é um processo dindmico e
envolve interacdes entre o axOnio e a célula-bainha. No SNC, o oligodendrécito emite
prolongamentos em direcao aos axdnios e a2 medida que o processo citoplasmatico do
oligodendrécito gira em torno do axdnio as superficies externas de sua membrana celular
entram em contato umas com as outras ¢ se fundem. A linha assim formada fica
comprimida, formando uma delgada linha intraperiédica. A seguir, & medida que o
citoplasma é compelido para longe, as superficies internas das mesmas partes da
membrana celular (a face que antes se limitava com o citoplasma) se aproximam e
também se fundem entre si, de maneira a formar uma linha densa principal; mas o
porqué da fusdo do lado externo de duas partes da membrana celular dar origem apenas a
uma linha delgada e escura (intraperiddica) e a fusio dos dois lados internos dar origem
a uma linha mais acentuada (linha densa principal) ainda ndo estd claro (HAM &

CORMACK, 1991). No SNP, parece que toda a célula de Schwann gira em torno do
axOnio para formar a bainha de mielina (HAM & CORMACK, 1991). Portanto uma
bainha de mielina completamente formada apresenta anéis eletrondensos concéntricos
chamados de linhas densas principais com 2 a 3 nm de espessura, separadas por uma
camada de material mais fino de 10 nm de espessura. Com uma boa fixacio e alta
resolucao linhas eletrondensas mais delgadas, as linhas intraperiédicas, podem ser vistas
entre cada uma das camadas mais densas. A estrutura regular formada pela bainha de
mielina consiste na alternincia de bandas constituidas por uma linha densa principal e

uma linha intraperiédica, com uma periodicidade de 10,7 a 11,2 nm no SNC e de 11,9 a
12,6 nm no SNP (KARLSSON, 1966)

Entre um segmento da bainha (internodo) e o préximo, pequenas porcdes axonais
permanecem desnudas de mielina. Essas estruturas com organizacio bastante complexa
sdo chamadas nodos de Ranvier, tem apenas 0,5 um de comprimento e sdo os locais de
atividade eletrogénica. O comprimento de cada internodo, ou seja, a distdncia entre os
nodos consecutivos de uma dada fibra, varia de 0,3 a 3,0 mm (BOWSHER, 1979;
JUNQUEIRA & CARNEIRQO, 1990). No SNP, os processos citoplasmaticos das células
de Schwann estendem-se sobre 0 axolema cobrindo o nodo de Ranvier com uma coroa

de "microvilosidades" (LANDON & HALL, 1976); esta 4rea portanio apresenta-se

recoberta pela lamina basal e pelas microvilosidades da célula de Schwann. No SNC, os
nodos de Ranvier apresentam-se recobertos por prolongamentos citoplasmaticos
astrocitarios.
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Os dois principais constituintes quimicos da mielina sdo os lipidios e as proteinas
(para tevisio ver NORTON, 1981; GREGSON, 1983; BRAUN, 1984 ¢ NORTON &
CAMMER, 1984). Os lipidios perfazem 70% da mielina tanto no SNC, como no SNP.
No SNC os constituintes lipidicos e sua proporcdo relativa sdo: colesterol 19,4%,
galactolipidios 19,3% (16% cerebrosideos, 2,7% sulfatideos e 0,2-0,4% gangliosideos),
fosfolipidios 30,2% (11% fosfatidiletanolamina, 7,8% fosfatidilcolina, 5,5%
esfingomielina, 3,4% fosfatidilserina, 0,4% monofosfatidilinositol, plasmalégenos e
outros). Os lipidios da mielina do SNP sao apenas quantitativamente diferentes daqueles
descritos no SNC. As proteinas no SNC perfazem 30% da mielina e as principais sao:
proteolipidios (aproximadamente 15%), proteina bdsica da mielina (PBM)
(aproximadamente 9%), pequenas proteinas bédsicas, DM-20 (24%) e proteina de
Wolfgram (2,1-5,4%). J4 as proteinas da mielina do SNP sédo: PO (13,5-19,5%), P1 (4,5-
6,9%) e P2 (varidvel entre espécies diferentes).

Especialmente as proteinas PBM e P2 parecem estar envolvidas em fendmenos e
doengas desmielinizantes imunomediadas (LEIBOWITZ & HUGHES, 1983). A
associacio dos constituintes quimicos da mielina formam moléculas complexas que
fornecem a bainha uma caracteristica funcional e estrutural peculiar &s funcdes que
desempenha no tecido nervoso. O papel de isolante desempenhado pelas camadas de
mielina reduz drasticamente a capacitincia efetiva da membrana axonal ¢ a0 mesmo
tempo é preventiva a quase todo o tipo de escape de corrente elétrica através desta
membrana (BOWSHER, 1979). Portanto o fendmeno de mielinizagio fornece duas
vantagens principais ao tecido: conducdo mais veloz do potencial de acdo ¢ conservacio
da energia metabdlica, isto porque a atividade de excitacdo € confinada as pequenas
regides nodais (ALBERTS et al, 1989).

2.6 - Desmielinizacao

Refere-se a remocio das bainhas de mielina, com preservacio dos axonios do SNC
e/ou SNP, usualmente acompanhada de infiltracio perivascular por pequenos linfécitos,
eritrocitos e grandes células mononucleares (RAINE, 1985). Esta perda da mielina é
freqiientemente definida como desmielinizagio primaria (BLAKEMORE, 1980; 1982a;
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1985) e deve ser diferenciada de danos 4 bainha de mielina subseqiiente a degeneragdo
axonal (tipo degeneragdo Walleriana). Portanto a desmielinizacao primdaria ocorre como
fruto da instabilidade ou lesio da célula bainha (BLAKEMORE, 1982a); ¢ a
desmielinizacio secunddria refere-se a perda da bainha de mielina devido & destruicdo
parenquimatosa (inclusive axonal) e estd presente num largo espectro de processos
patolégicos (RAINE, 1985).

Com a finalidade de esclarecer a fisiopatologia celular do processo de
desmielinizacdo, varios modelos experimentais tém sido desenvolvidos. Os principais
sao:

- indugido de reagdes imunolégicas in vivo pela inoculagio intradérmica de cérebro
emulsionado (LAMPERT & CARPENTER, 1965; LAMPERT, 1978) ou pela inoculagio

de suspensdo de substéncia branca (PRINEAS et al, 1969);

- pela adicio de soro mielinotéxico da encefalomielite alérgica experimental
(RAINE et al, 1973; KUSAKA et al, 1985), ou soro especifico antigalactocerebrosideo
(FRY et al, 1974; SAIDA et al, 1979) no meio de cultura organotipica de SNC;

- inoculagdo de virus liticos que infectam os oligodendrécitos; como por exemplo o
da hepatite do camundongo (POWELL & LAMPERT, 1975; FLEURY et al, 1980) e
pelo virus Theiler (LINPTON, 1975; LINPTON & DAL CANTO, 1976);

- indugao de reagdes imunologicas contra células que expressam antigenos virais;
como exemplo a desmielinizacdo decorrente da infecgdo pelo virus Semlike Forest
(KELLY et al, 1982);

- pelo uso de pressio mecénica sobre a mielina, de maneira focal e leve
(HARRISON & McDONALD, 1977) ou por aumento cronico da compressao
(CLIFFORD-JONES et al, 1980; 1985; FISH & BLLAKEMORE, 1983);

- seguindo a administracido sistémica de substincias tOxicas tais como o cianeto
(HIRANO et al, 1967, 1968), o cuprizone (SUZUKI & KIKKAWA, 1969;
BLAKEMORE, 1972; 1973a;b; LUDWIN, 1978) e drogas hipocolesterolémicas
(SUZUKI & DE PAUL, 1971; SUZUKI & ZARAGOREN, 1974);

- através da injecdo local de agentes mielinotéxicos tais como a toxina diftérica
(WISNIEWSKI & RAINE, 1971), a 6-aminonicotinamida (6-AN) (BLLAKEMORE,

1975), a lisofosfatidilcolina (LPC) (BLAKEMORE, 1976; 1978, BLAKEMORE et al,
1977);

14



- através da injecio de agentes gliotdxicos tal como o BE (YAJIMA & SUZUKI,
1979a;b; BLAKEMORE, 1982b; GRACA, 1986; GRACA & BLAKEMORE, 1985;
1986; GEVEHR & GRACA, 1992; GEVEHR et al, 1992).

2.6.1 - Alteracoes ultraestruturais da bainha de mielina

Na desmielinizacio primdria a quebra das lamelas da bainha de mielina estd
usualmente acompanhada com infiltracao de células fagociticas, que apds algum tempo
iniciam parcial ou total fagocitose da bainha de mielina danificada. Enquanto as células
fagociticas ndo iniciam a fagocitose, a mielina sofre alteragbes ultraestruturais

especificas; que até certo ponto possuem uma relacéo direta com o agente etiologico; sdo
elas:

- vesiculagdo e formacgdo de estruturas membranosas que lembram o aspecto de
casa de abelhas, conhecidas como "honey comb" (WISNIEWSKI & RAINE, 1971).
Estas estruturas sdo originirias do afrouxamento das lamelas da bainha de mielina e
formacdo de uma estrutura em rede bastante uniforme. Este tipo de alteracdo tem sido
visto em muitas agressdes 4 mielina e estd presente apenas antes da remocao da mielina
por macrdfagos;

- micropinocitose vermiforme. Nesta forma de quebra das lamelas da bainha de
mielina pequenos fragmentos inalterados sdo encontrados dentro das células fagociticas,
e parece nio ser especifico de um mecanismo de desmielinizacio (BLAKEMORE,
1982a);

- desnudamento axonal de mielina. Parece que este tipo de alteracdo € especifico de
desmielinizacio imunomediada, e caracteriza-se pela rdpida remocdo da mielina dos
axonios acompanhada de um importante infiltrado macrofigico (BLAKEMORE, 1982a);

- em muitas situacdes de desmielinizagio tém sido encontrado astrécitos engajados
na fagocitose e degradacio das lamelas de mielina, o que os faz possuir goticulas de
lipidios no seu citoplasma;

- em algumas situacdes mielina inalterada pode ser enconirada no espaco
extracelular (GRACA, 1986). Posteriormente esta mielina é fagocitada por células
fagociticas.
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2.6.2. - Astrocitose reativa

O SNC reage a agressdes neurais com um aumento do nimero dos astrdcitos
(hiperplasia), das dimensdes (hipertrofia), da intensidade de marcacdo com anticorpos
anti-GFAP, espessamento dos processos celulares ricos em feixes de filamentos
intermediarios, aumento do indice mitdtico e outras intimeras alteragdes funcionais { Da
CUNHA et al, 1993). Estes fendmenos em conjunto tém sido referidos como: gliose,
astrocitose reativa, gliose astrocitaria ou cicatriz glial. A transformacio dos astrdcitos de
um estado quiescente para um estado ativado estaria associada com a expressdo de
fatores ndo normalmente detectaveis nos astrocitos quiescentes, bem como com o
aumento da expressao de fatores que sao encontrados em baixos niveis nos astrécitos ndo

reativos (EDDLESTON & MUCKE, 1993).

Independentemente da etiologia da lesdo no SNC, a reparagio do tecido é sempre
realizada com um menor ou maior grau de astrocitose e esta pode ser de dois tipos. A
gliose anisomorfica estd habitualmente presente em lesdes que causam danos
morfoldgicos grosseiros ao tecido e rotura da barreira hematoencefalica. Neste caso os
astrécitos produzem uma massa de feixes de filamentos gliais de disposicao irregular ao
redor da lesdo (LANTOS, 1990). J4 a gliose isomdrfica estd presente em muitas
condicdes neuropatoldgicas caracterizadas por morte neuronal ¢ degeneragdo Walleriana.
Aqui os feixes de filamentos gliais sdo sintetizados e depositados em um arranjo paralelo
e uniforme, e os processos citoplasmaticos astrocitarios sao orientados pelos elementos
teciduais preservados (LANTOS, 1990). Portanto a gliose anisomoérfica e a gliose
isomorfica possuem distintas caracteristicas morfoldgicas e fisiopatologicas. Esses
fendmenos sdo de fundamental importincia, uma vez que, dependendo da leséo e do tipo
de gliose, os astrocitos expressam diferentes propriedades funcionais que podem refletir-
se em outros elementos, tais como a micréglia (FERNAUD-ESPINOSA et al, 1993).

Portanto, estes achados demonstram que embora a astrocitose reativa seja uma
constante nas agressoes sofridas pelo SNC, as particularidades celulares se encarregam
da heterogeneidade e especificidade das respostas celulares. Estes fatos induzem a idéia
de que os astrocitos reativos, assim como os linfécitos, revelam muitas fungoes

diferentes apesar de se -apresentarem como células morfologicamente idénticas
(EDDLESTON & MUCKE, 1993).
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2.7 - O brometo de etidio

O BE (brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenil-fenantridina) é um corante
fluorescente, purpura escuro, que pertence a uma familia de drogas tripanocidas, sendo
que sua atividade foi relatada por BROWING et al, em 1938 (GILBERT & NEWTON,
1982). A molécula possui um croméforo aromdtico plano de dimensdes semelhantes
aquelas dos pares de bases, do modelo de DNA, de Watson-Crick, estrutura que favorece
sua atividade especifica de agente intercalante (NEIDLE & ABRAHAM, 1984). A
intercalacdo € uma ligacdo ndo covalente de uma dada substancia entre pares de bases
adjacentes (NEIDLE & ABRAHAM, 1984; SAENGER, 1984). O BE é um agente
intercalante porque produz um alongamento na dupla hélice correspondendo a 3,4 A por
croméforo da droga; o cromdforo € alinhado paralelamente aos pares de bases e como

conseqiiéncia ocorre o desenrolamento da dupla hélice (NEIDLE & ABRAHAM, 1984).
A intercalagdo ocorre quando uma molécula da substincia € unida a quatro ou cinco
nucleotideos (WARING, 1965). O BE comporta-se diferentemente com o RNA e com o
DNA, devido ao nimero de sitios vizinhos excluidos: os RNAs tém trés pares de bases
excluidos por ligacdo de uma molécula de BE e os DNAs apenas dois.

A dindmica da intercalacdo pelo BE mostrou que tanto in vivo como in vitro, o
mesmo permanece no estado de intercalagdo por 72 horas e depois abandona as células
do SNC (GRACA & PEREIRA, 1990). Em pequenas concentragdes, o fAirmaco interage
preferencialmente com o DNA supercontorcidc como o das mitocOndrias
(LEHNINGER, 1975). Com concentragoes saturantes do corante, uma pequena
quantidade € unida ao DNA supercontorcido e uma maior quantidade se liga ao DNA
linear ou entdo menos contorcido. Uma vez que o BE intercala-se, entre os pares de
bases adjacentes, ele leva a um afrouxamento inicial da estrutura em hélice do DNA, ¢
em pequenas proporcdes leva a um ponto de completo desenrolamento. Entao novas
moléculas do corante sendo ligadas, nova estrutura em hélice ¢ formada, mas no sentido
oposto, € 0 complexo torna-se mais estavel e fortemente unido.

A replicacio de DNA em mamiferos é dependente do super enrclamento do DNA
(MATTERN & PAINTER, 1979a;b). Portanto a intoxicacdo pelo BE inibe a formacio
da contor¢io adequada do DNA e portanto impede a sua replicacdo. Quando o BE ¢
injetado em animais, podem ser observadas lesdes transitorias no figado e, no sitio de
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inoculacdo ocorre uma importante reacdo inflamatdria inespecifica, especialmente
quando usado subcutaneimente (ALEXANDER, 1969; BRANDER & PUGH, 1971).

O BE tem sido utilizado com os seguintes objetivos:

- como agente tripanocida (NEWTON, 1957, GILBERT & NEWTON, 1982);

- estudar a estrutura de sistemas de acidos nucléicos (WARING, 1965; ZYLBER et
al, 1969; LEIBOWITZ, 1971; NASS, 1972);

- estudar os efeitos morfolégicos de drogas intercalantes em células em cultura
(SOSLAU & NASS, 1971; NASS, 1972; McGILL et al, 1973);

- destruir seletivamente as células da glia na substéncia branca levando a areas de
desmielinizacio priméiria do SNC de mamiferos (YAJIMA & SUZUKI, 1979a; b;
BLAKEMORE, 1982b; 1984; BLAKEMORE & SMITH, 1983; BLAKEMORE &
CRANG, 1985; GRACA, 1986; GRACA & BLAKEMORE, 1985, GRACA &

BLAKEMORE, 1986; GEVEHR & GRACA, 1992).

2.8 - Remielinizacao

O termo remielinizacdo significa reconstrucdo das bainhas de mielina perdidas. Na
EM, a doenca desmielinizante mais importante no homem, ha falha na remielinizacio, e
por muito tempo foi pensado que esse processo ndo tivesse lugar no SNC.

A remielinizacdo no SNC foi descrita pela primeira vez por BUNGE et al, (1961)
apods induzir desmielinizacio em gato por barbotagem do liquido céfalo-raquidiano. A
identificacdo da remielinizacdo do SNC inspirou indmeros modelos experimentais ja
mencionados nesta revisdo. Embora o processo de remielinizacio seja possivel, ele
depende de fatores como a intensidade e o tempo de exposicido ao agente desmielinizante
(GRACA, 1988). A remielinizacio do SNC apds exposicio ao BE pode ser efetivada
pelo oligodendrdcito ou pelas células de Schwann, neste ultimo caso desde que os

astrécitos também tenham desaparecido da area de lesdao (GRACA, 1086). Também em
doengas espontineas do tecido mervoso, notadamente a EM, foram descritas lesdes
remielinizadas, e embora de pouca significincia, por oligodendrécitos (PRINEAS &
CONNEL, 1979; RAINE et al, 1981; GHATAK, et al, 1989; PRINEAS, et al, 1989;

18



RODRIGUEZ, 1992) ou por células de Schwann (FEIGIN & POPOFF, 1966; FEIGIN &
OGATA, 1971; GHATAK & HIRANO, 1973; OGATA & FEIGIN, 1975; ITOYAMA et
al, 1983).

Apesar da remielinizacio ser evidente em alguns processos, permanece
controvertida a origem dos oligodendrdcitos remielinizantes. RAINE et al, (1981),
sugerem que estes oligodendrdcitos sejam sobreviventes as margens e dentro das lesdes
da EM; enquanto LUDWIN (1978) através do modelo do cuprizone sugere que haja
proliferacao dos oligodendrdcitos pré-existentes. O fato mais intrigante € a auséncia da
demonstracdio morfolégica de mitoses de oligodendrocitos em individuos adultos
(D.L.GRACA, comunicagio pessoal).

Os experimentos radioautogrificos com oligodendrocitos mostram uma modesta

proliferacio dessas células em camundongos adultos (McCARTHY & LEBLOND,

1988). A reposicdo de oligodendrécitos em animais adultos estd sendo elucidada pela
identificacio da linhagem celular O- 2A adulta ¢ o5 estimulos para a proliferacio e
diferenciacio desta linhagem sdo alvo de constantes investigacoes (WOLSWIITK &
NOBLE, 1992). O fato mais relevante € que os oligodendrocitos teriam uma fonte de
reposicdo, desde que a gliose astrocitdria, presente em grande parte das lesdes do SNC,
nao fosse suficientemente exuberante para impedir a remielinizacdo pelos
oligodendrécitos de reposi¢io (NOBLE et al, 1991).

Os internodos remielinizados das fibras nervosas do SNC sido reconhecidos
principalmente pela espessura da bainha de mielina, que € mais fina que o normal para o
didmetro do axdnio e pela reducdo do comprimento do internodo (BLAKEMORE,
1974a). A distin¢ao entre um internodo reconstruido por um oligodendrécito ou por uma
célula de Schwann se faz pela periodicidade das lamelas de mielina que € maior no SNP
- ¢ pela presenca de lamina basal ao redor da célula de Schwann (GRACA, 1988). No
modelo experimental de desmielinizacdo primaria induzida pelo BE, na medula espinhal,
foi observado que a remielinizacio € efetuada pelas duas células-bainha, os
oligodendrdcitos se localizam adjacentes a substincia branca normal, enquanto as células

de Schwann se distribuem nas 4reas perivasculares e subpiais adjacentes a lesdo
(GRACA, 1986).
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No processo de mielinizacdo do SNC o astrécito (tipo IT) tem importante funcao
por tratar-se de célula coadjuvante ao oligodendrécito, na funcgio de formagdo da bainha
de mielina (RAFF, 1989). Esta mesma interdependéncia deve também estar presente no
processo de remielinizacdo do SNC, uma vez que:

- astrocitos reativos expressam IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) concomitante a
expressio de receptor para IGF-1 em oligodendrécitos ao redor de lesdes
desmielinizantes (KOMOLY et al, 1992);

- os astrocitos também tém sido responsabilizados pela manutencdo da barreira
hematoencefilica (BOUCHAUD et al, 1989), deste modo eles poderiam influenciar a
entrada de células hematogénicas para o SNC, bem como influenciar sua atividade
parenquimatosa através da secrecdo de citocinas e/ou fatores de crescimento;

- a producio de proteases e inibidores de proteases, pelos astrécitos, pode levar a
remodelacdo de componentes da matriz extracelular nos sitios de lesdo, ¢ auxiliar na

degradacao das células em degeneracdo, permitindo um ambiente propicio 4 acdo da
células remielinizantes (EDDLESTON & MUCKE, 1993);

- no SNC a ApoE (Apolipoproteina - E) é produzida pelos astrécitos e ha maior
produgio da mesma nos astrocitos reativos. A ApoE auxilia a liberacdo de lipidios de
outras células do SNC para a biossintese de membrana e facilita a remocio do colesterol
da periferia. Consistente com esse mecanismo os niveis plasméticos de ApoE estdo
elevados durante a fase aguda da encefalomielite experimental autoimune, um modelo de
desmielinizacao experimental (EDDLESTON & MUCKE, 1993).

Em vista do exposto sera interessante observar a relacdo entre a gliose astrocitéria e
a capacidade de remielinizagdo por oligodendrécitos/células de Schwann no tronco
cerebral de ratos Wistar adultos, submetidos a inoculacio pelo BE, dada a maior
quantidade de astrocitos no encéfalo do que na medula espinhal e a heterogeneidade
funcional dos mesmos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Introdugio

O objetivo desta investigacido foi estudar a desmielinizacdo causada pelo BE no
tronco cerebral de ratos Wistar tendo como bases técnicas os trabalhos de YAJIIMA &

SUZUKI (1979a; b) e GRACA & BLAKEMORE (1986). Algumas modificacdes foram
introduzidas, com o intuito de alcangar o objetivo proposto.

3.2 - Material

Foram utilizados 34 ratos Norvegicus, da cepa Wistar de ambos os sexos, com
intervalo de idade entre dois e meio a oito meses, no inicio do experimento. Os animais
foram obtidos no Centro de Bioterismo da UNICAMP e mantidos no biotério do
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Departamento de Histologia ¢ Embriologia do Instituto de Biologia (UNICAMP), em
gaiolas medindo 50/30/16 cm. Em cada gaiola foram colocados cinco animais do mesmo
sexo, os quais foram alimentados com racdo peletizada e dgua ad libitum. O grupo 1
(controle) constou de 3 ratos adultos, que foram anestesiados e perfundidos, sendo 1 para
a analise histolégica da ponte e 2 para a andlise ultraestrutural; o grupo II (experimental)
constou de 21 ratos que receberam uma dnica injecdo intracisternal de 10 ul de BE (na
concentracio de 0,1% de BE em solucéo salina 0,15M). Com tempos variando de 1, 3, 7,
11, 15, 21, e 30 dias apds a inoculaclio, os animais foram anestesiados e perfundidos.
Para cada intervalo de tempo 3 animais foram perfundidos com solucdo fixadora (2
foram utilizados para a microscopia eletronica de transmissdo e um para a microscopia
foténica) ; o grupo III (controle - "sham operated animals") constou de 10 ratos que
receberam uma unica injecéo intracisternal de 10ul de solucéo salina 0,15M em cada um
dos intervalos de tempo ja citados (até 15 dias). Em cada tempo 2 animais foram

perfundidos (1 animal foi utilizado para a microscopia eletronica de transmissdo e 1 para
a microscopia fotdnica). De cada um dos animais sacrificados, dreas do tronco cerebral,
especificas ou suspeitas de lesdes desmielinizantes, & macroscopia, foram selecionadas
para a andlise morfolégica. Estas dreas foram identificadas nas fases mais agudas da
lesdo pela presenca de um eritema local, resultado da deposicio do BE no tecido, e em
fases posteriores pelas formacdes cisticas. No entanto, em alguns casos, nenhuma lesdo
macroscépica foi encontrada e entdo toda a superficie ventral da ponte foi selecionada.
Fragmentos de figado de todos os animais do experimento foram processados para a
andlise histolégica, assim como fragmentos de outros orgaos suspeitos de alteracoes a
macroscopia (ver 3.9).

3.3 - Métodos

3.3.1 - Procedimento cirirgico: acesso a cisterna basal

A inducio anestésica foi realizada com éter etilico P.A. via inalatéria. Para tal
colocou-se o0 animal em uma campanula contendo um chumaco de algodio embebido em
éter. Apos a perda dos movimentos da musculatura esquelética o animal foi retirado da
campénula e recebeu intraperitonealmente 0,1ml/100g de peso corporal de uma mistura
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anestésica 5:1 de Ketalar (*) e Rompun (**), respectivamente. A seguir realizou-se a
tricotomia das regides fronto-parieto-occipital do cramio. A antissepsia cutidnea foi
realizada com gaze embebida em solucdo alcoélica de P.V.P.I. tintura (Laboriodine)
(***) aplicada na superficie cutdnea tricotomizada. A profundidade da anestesia foi
testada pelo pincamento das quatro patas do animal. Quando a resposta ao estimulo
estava abolida iniciava-se o procedimento ciriirgico, € se necessdrio utilizava-se éter
etilico P.A., via inalatdéria, como coadjuvante as drogas anestésicas utilizadas
intraperitonealmente.

Tomando-se todas as precaucdes de antissepsia uma incisdo de aproximadamente 5
mm foi realizada na pele do crinio, a aproximadamente 1 cm distal e perpendicular da
linha supra-orbital, expondo-se o tecido sub-cutineo e removendo-se parte deste. A
hemostasia foi realizada por compressio com gaze.

Fazendo uso de um motor de bancada ¢ uma broca niimero 2, realizou-se um
orificio na calota 6ssea a (0,85 cm poéstero- diagonalmente e a direta ao bregma até a
exposicdo da dura-mdter. Este procedimento permite a exposicdo da dura-madter, que foi
aberta com a prépria agulha da seringa Hamilton utilizada para a inoculacio do BE.

3.3.2 - Método de inoculacao

A droga foi inoculada na cisterna basal, utilizando-se uma seringa Hamilton,
introduzida no orificio previamente realizado, numa posicio perpendicular ao plano de
superficie 6ssea da calota craniana e em direcdo a base do cranio. Quando a ponta da
agulha tocava a base do cranio o liquido era injetado. Esperava-se 10 segundos para a
retirada da agulha, com a finalidade de melhor desprender o liquido do bisel da agulha.
Desta forma o liquido injetado difundia-se pelo sistema cisternal e banhava a ponte
(AUTILIO-GAMBETTI et al, 1973; RIZZUTO & GAMBETTI, 1976; GRACA &

BLAKEMORE, 1985). A dura-mater foi deixada aberta, e a pele em conjunto com o

*Ketalar: Aché Laboratorios Farmacéuticos S/A. Divisio Parke Davis. Guarulhos (SP)
*+ Rompun: Bayer do Brasil $/A. Sio Paunlo (SP)
¥*# Laboridine Tintara. Glicolabor. Indistria Farmacéutica Ltda. Ribeirio Preto (SP)
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restante do tecido celular subcutidneo foi suturada com fio de nylon agulhado 4.0
utilizando-se de pontos separados (sutura simples). Apés a cirurgia foi realizada nova
antissepsia da ferida cinirgica com perdxido de hidrogénio a 10 volumes. A seguir o
animal era colocado em gaiola individual contendo maravalha, e periodicamente foi
inspecionado para a identificacdo de sinais neurolégicos (principalmente locomotores) e
avaliacdo clinica geral pos-operatéria. Ap6s 24 horas da recuperacdo anestésica o animal
foi transferido para gaiola maior contendo outros animais que tiveram idéntico
procedimento cirirgico. Meia hora antes do ato cirmirgico os animais receberam 0,4 -
0,5ml de Pentabidtico (pequeno porte) (*) intramuscular, como coadjuvante s técnicas
de antissepsia.

3.3.3 - Solucao de brometo de etidio

A concentracio de BE foi de 0,1% em solucio salina 0,15M estéril. A dose
utilizada foi de 10 ul do quimico. A estipulacio desta concentragcdo/dose tem como
referéncia GRACA (1986). Além disso pré-experimentos demonstraram que o volume de
10 ul de BE era mais adequado ao estudo das lesdes desmielinizantes do tronco cerebral,
uma vez que permitia a reproducdo de lesdes maiores e mais facilmente identificiveis
macroscopicamente.

3.3.4 - Perfusio

Os animais dos grupos I, II, IIl foram perfundidos para se obter uma adequada
preservagido do tecido nervoso, tentando-se ao maximo evitar as possiveis alteracGes
artefactuais que freqiientemente sdo observadas quando se procede apenas a fixagdo por

imersdo (FISH, 1984). Utilizou-se solucéo fixadora de Karnovsky ( glutaraldeido a 2,5%
e paraformaldeido a 2,0%) em tampao fosfato Sorensen 0,1M (pH 7,2 - 7,4) (acrescido
de 0,03g de cloreto de cdlcio para 1,5 litros de tampédo a 0,2M), quando o material se

* Pentabidtico: Laboratérios Wyeth Ltda. Divisio Agropecudria. Sio Bernardo do Campo (SP).

24



destinava ao processamento para a microscopia eletrénica de transmissdo. Para o
material que se destinava ao processamento para a andlise ao nivel do microscopio
fotonico foi utilizada solucio fixadora de formaldeido a 10% em tampédo fosfato
Sorensen (pH neutro). Quando o sistema de perfusdo apresentava-se lotado com a
solugdo fixadora, realizava-se a verificacdo do sistema para evitar a presenca de bolhas
de ar, pois as mesmas também podem causar distor¢cdes artefactuais no espaco
extracelular. A pressdo de perfusdo era fornecida por uma coluna de 1,5m de altura do
perfusato.

3.34.1 - Método de perfusio

O animal foi profundamente anestesiado utilizando-se éter por via inalatdria. Para
tal o animal foi colocado em uma campinula contendo um chumago de algoddo
embebido em éter. Apés a perda dos reflexos motores o animal foi retirado da campénula
e a anestesia mantida com o mesmo firmaco. Quando o reflexo de retirada da pata,
frente a um estimulo pressério, apresentava-se abolido, o animal era colocado em
decibito dorsal e imobilizado em uma placa de cortica com auxilio de alfinetes. Foi
realizada uma laparotomia medial supra- e infra-umbilical e posteriormente uma incisio
longitudinal bilateral iniciando-se no rebordo costal (A direita e a esquerda) e
estendendo-se até a por¢do distal de ambas as claviculas; com isso as costelas foram
seccionadas. A seguir foi efetnada incisdo antero-medio-lateral do diafragma. A parede
toracica foi rebatida ventralmente. Uma vez expostos os Orgiaos da cavidade foricica,
identificava-se o ventriculo esquerdo (VE) do coragio, no qual se fez uma pequena
incisdo para a introdugdo de uma cdnula fina na por¢ic antero-medial do VE, a qual
estava conectada ao sistema de perfusdo. A extremidade distal da cinula foi deslocada
em direcdo a vélvula aértica com o objetivo de alcancgar a porgio proximal do cajado da
aorta. Estando a cénula devidamente colocada, permitiu-se o inicio da perfusdo, ao
tempo que no 4trio direito (AD) era feita também uma pequena incisdo para permitir a
drenagem do sangue e do perfusato.

Em relacio a perfusdo, propriamente dita, foram realizadas duas variagoes.
Primeira variacdo da técnica de perfusdo: foi utilizado passagem prévia de tampao
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fosfato antes da solucdo fixadora. Permitiu-se o gotejamento rdpido de solucdo tampédo
fosfato Sorensen (pH 7,2 - 7,4), previamente colocada no sistema de perfusio. Quando
era atingido 50ml de perfusdo de solu¢io tampao (ou quando o liquido escoado pelo VD
estava claro), foi efetuada a perfusdo com a solucio fixadora. O animal foi perfundido
por 15 minutos ou até ser perfundidos 250 ml de solucdo fixadora. Segunda variacio da
técnica de perfusdo: permitiu-se o gotejamento rdpido da solucio fixadora, como
anteriormente descrito, sem a prévia passagem da solucdio tampao. Para revisao do
método de perfusdo ver GLAUERT (1975). |

3.4 - Métodos de Amostragem e Processamento das Amostras

Esta etapa compreendeu a pés-fixagio dos fragmentos de tecido por imersdo na
solucao fixadora, que foi obviamente adequada aos objetivos (microscopia de luz ou
microscopia eletrénica de transmissdo), a desidratacdo, a embebicdo, a inclusdo, a
microtomia e a ultramicrotomia para obtencio dos cortes, e a coloracdo-confratacdo dos
mesmos.

3.4.1 - Processamento das Amostras para a Microscopia Fotonica

Ap6s a perfusdo com a solucao fixadora de formaldeido a 10% em tampio fosfato
Sorensen (pH neutro), o infundibulo, a medula espinhal cervical e o tronco cerebral (o
qual foi separado de acordo com suas estruturas: mesencéfalo, ponte, corpo trapezdide e
bulbo) foram removidos € imersos na mesma solucao fixadora utilizada para a perfusio.
As amostras permaneceram, por no minimo 72 horas, na solucgao fixadora para posterior
lavagem em d4gua corrente, desidratacdo, diafanizacdo, embebicio e inclusio em
parafina. Cortes transversos de S a 7 um foram obtidos montados em 1dminas de vidro e
corados pelo método de Hematoxilina - Eosina. Os cortes foram analisados em
microscopio Optico Zeiss e fotografados em fotomicroscépio Zeiss.
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3.4.2 - Processamento das Amostras para a Microscopia Eletronica
de Transmissao

3.4.2.1 - Fixacao

Apds a perfusdo, o tronco cerebral foi removido e imerso em solucdo fixadora, a
4°C. Nesta etapa foram utlizadas duas variacdes. Primeira variacdo da técnica de fixagio:
foi utilizada a fixacio por imersdo na mesma solugio fixadora utilizada para a perfusao.
Segunda variacdo da técnica de fixacdo: foi utilizada a fixacdo por imersdo em solugao
fixadora de Kamovsky ( glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,0%) em tampao

cacodilato de sédio 0,1M (pH 7.2 - 7.4) (acrescido de 0,03g de cloreto de célcio para 1,5
litros de tampao a 0,2M). Em seguida selecionavam-se é4reas da ponte, que eram
suspeitas de lesdo desmielinizante. Os fragmentos selecionados tinham 1 a 2 mm de
espessura e foram obtidos utilizando-se de lamina de aco afiada e sob estereoscépio.
Estes fragmentos permaneceram imersos na solucdo fixadora por aproximadamente 16
horas e posteriormente foram lavados em tampéo (o mesmo utilizado na solucéo fixadora
de imersdo) 0,1M (pH 7,2 - 7,4) durante 2 horas, a 4°C, procedendo-se neste periodo a
trés trocas do tampdo. A seguir, os fragmentos permaneceram em solucio de tetréxido de
ésmio (OsO4) a 1% em tampao (o mesmo utilizado na solugio fixadora de imersao) por
um periodo de 3 horas, a 4°C. Quando necessario, os fragmentos foram armazenados em
tampao por até sete dias. A seguir os fragmentos foram lavados em 4dgua bidestilada, a
4°C, durante 10 minutos, realizando-se neste periodo duas trocas. Como terceiro fixador
e contrastante foi utilizado acetato de uranila a 2% em solugdo aquosa, onde os
fragmentos permaneceram por aproximadamente 16 horas, a 4°C. A seguir os fragmentos
foram lavados em dgua destilada durante 5 minutos, a 4°C.

3.4.2.2 - Desidratacio

Apés a lavagem em 4gua destilada, efetuou-se a desidratacio dos espécimes a 4°C,
com passagem em série crescente de etanol a 30%, 50%, 70% e 90%; permanecendo os
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espécimes 20 minutos em cada concentracio. O dlcool 90% foi trocado pelo dlcool
absoluto, onde os espécimes permaneceram por 60 minutos, em trés banhos de 20
minutos cada.

3.4.2.3 - Infiltracio e Inclusido dos Espécimes

Com objetivo de possibilitar a infiltracio da resina, os espécimes foram banhados a
4°C por uma solugio 1:1 de dlcool absoluto e 6xido de propileno, durante 15 minutos, a
seguir os espécimes foram imersos em 6xido de propileno puro por 15 minutos. Depois
de desidratados ¢ imersos em Oxido de propileno, os fragmentos foram transferidos para

a solugdo de infiltracdo. Esta solucdo € constituida pelo dxido de propileno e pela resina

de inclusdo, misturados em diferentes proporcdes. As resinas de inclusdo utilizadas
foram: 1) mistura Poly/Bed 812 (*) - Araldite 502 (*) ; 2) Araldite 502 pura.

A infiltracdo utilizando a resina 1 seguiu o seguinte esquema:
- Poly/Bed 812 - Araldite 502 + 6xido de propileno (1:1) - 12 horas; - Poly/Bed
812 - Araldite 502 - 4 horas.

A infiltracéo utilizando a resina 2 seguiu o seguinte esquema:

Araldite 502 + 6xido de propileno na propor¢io 1:2; 1:1 e 2:1. Em cada proporcio
os espécimes permaneceram por uma hora. A seguir os espécimes foram transferidos
para Araldite 502 pura por 1 hora a 37°C.

Durante a infiltracio os espécimes permaneceram a temperatura ambiente, em rotor
(com excecdo da ultima etapa utilizando a resina 2) e em frascos abertos. Na etapa
seguinte foi realizada a inclusdo do material em moldes de silicone. Os espécimes
incluidos na resina 1 foram transferidos para estufa a 70°C, onde permaneceram por 3 a
5 dias, para a completa polimerizacio da resina. J4 os espécimes incluidos na resina 2

foram transfetidos para estufa a 60%C, onde permaneceram por 3 dias, para a completa
polimerizagdo da resina 2.

" Poly/Bed 812 Embedding Kit, 1,5 liters. Polyscience, Inc. Warrington - United Kingdom.
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A mistura de Poly/Bed 812 e Araldite 502 utilizada foi padronizada no Centro de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da UNICAMP, e consiste de:

- Araldite 502 ~cemsmm e 20mlou23g
- Poly/Bed 812 ---------- 20mlou223g
- DDSA (*) --emeeesnacmiaaes 60 ml

Esta mistura € estivel a temperatura ambiente durante alguns dias e semanas se
congelada. No momento de utilizacio da resina a mesma foi trazida a temperatura
ambiente ¢ foram adicionadas 4 gotas de DMP-30 (*) para cada 5 m! da mistura da
resina.

A resina araldite pura consiste de:

- Araldite 502 -------mmomemm e 10,0g

- DDSA <mecemecmemecemmmememememememeenenees 8,0g

- DMP-30 ---mmeemmmeeeeee- - 0,6ml

- Dibutylphtalato --------=-env--- 0,03ml

Esta resina foi sempre preparada no momento da sua utilizacéo.

3.5 Obtencao de cortes semifinos

Os blocos de resina contendo os fragmentos de tronco cerebral foram aparados com
lamina de aco de forma a originar a superficie trapezoidal de corte, além de eliminar
areas de resina desprovidas de material.

Para a microscopia éptica cortes semifinos (0,5 - 1,0 um de espessura) foram
obtidos em ultra-micrétomo LKB Ultratome III (Super Nova), com a utilizagdo de
navalhas de vidro. Os cortes foram coletados e colocados em lamina histoldgica, sobre

uma gota de dgua, e a seguir em placa aquecida, o excesso de agua foi removido com
papel filtro, e para a distencao e aderéncia dos cortes as ldminas foram transferidas para
estufa a 37°C, por uma hora. Os cortes foram entdo tratados por uma solugio de azul de

*Poly/Bed 812 Embedding Kit, 1,5 liters. Polyscience, Inc. Warrington - United Kingdom.
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toluidina a 0,5%, em borato de sédio a 5%, por 1 a 2 minutos, estando as laminas sobre
uma placa aquecida ( aproximadamente 80°C). A seguir os cortes foram lavados
rapidamente em 4dgua destilada e permitiu-se a secagem dos mesmos em placa aquecida.

3.6 - Observacio dos cortes semifinos

Os cortes foram examinados em microscopio Optico Zeiss e fotografados em
fotomicroscopio Zeiss. Através destes cortes foram selecionadas as dreas mais favoraveis
para a deteccdo de desmielinizacdo e/ou remielinizacdo, removendo-se areas sem
interesse e conseqiientemente diminuindo a superficie de corte, o que € mais adequado

para a obtengéo de cortes ultrafinos de melhor qualidade.

3.7 - Obtencio de cortes ultrafinos e contrastacio

Os blocos reaparados apés a anélise e selecdo dos cortes semifinos, foram cortados
no ultramicrétomo anteriormente citado, mas agora com navalha de diamante, obtendo-
se seccOes de aproximadamente 60 nm de espessura. Os cortes foram coletados em telas
de cobre de 200 "mesh" e contrastados em solucdo de citrato de chumbo (CO7 sensivel)
a 0,2% em hidroxido de sédio 0,IN (VENABLE & COGGESHALL, 1965), por 5
minutos, 4 temperatura ambiente. Para tal, foi colocada uma gota dessa solugao em placa
de Petri, recoberta com parafina sélida, contendo pastilhas de NaOH e que
imediatamente foi coberta. Sobre a gota da solucdo contrastante de citrato de chumbo,
foi colocada a tela com a face contendo os cortes voitada para a superficie da gota e
novamente vedada ao contato com o ar. Posteriormente as telas com os cortes foram
lavadas com dgua bidestilada e secas a temperatura ambiente.
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3.8 - Observacio dos cortes ultrafinos

A observacio das amostras e as micrografias eletronicas foram feitas em
microscopio eletronico de transmissio, marca Zeiss modelo EM 952, operado a 60 KV, e
obtidos com filmes Kodalith, Fuji ou Dupont.

3.9 - Controle toxicoldogico

Ap6s a remocao do encéfalo, o animal em estudo foi necropsiado (FELDMAN &

SEELY, 1988) na tentativa de se identificar alteracdes macroscdpicas sistémicas e que
denotassem ou ndo agéo téxica do BE. Os tecidos suspeitos de alteracdes foram processados
para a confeccdo de cortes histologicos. De cada animal utilizado nesta investigacio, foram
processados para a histologia trés fragmentos de figado para controle toxicoldgico, no sentido
de se verificar provaveis alteracdes histopatoldgicas provocadas pelo BE durante a sua
metabolizagio e excrecdo. O processamento das amostras para a andlise histolégica foram
descritos no item 3.4.1.
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4. RESULTADOS

4.1 - Introducao

Os resultados serdo apresentados em diferentes tdpicos, iniciando-se pela
apresentacdo macroscopica do tronco cerebral de ratos Wistar e pela distribuicio da
substdncia branca na ponte, avaliada através de cortes em parafina e cortes semifinos
(animais do grupo I). A ultraestrutura das porcoes mais ventrais da base da ponte foi
estudada através dos cortes ultrafinos dos animais do grupo I. A seguir serdo
apresentadas as caracteristicas histologicas do tronco cerebral, incluide em parafina, dos
animais dos grupos I e III. As lesdes decorrentes da acdo do BE, no que tange a
localizagdo das estruturas lesadas no tronco cerebral, e a4 extensdo e aspecto histologico
dessas lesGes; serdo analisadas comparativamente nos animais dos grupos II (BE) e II

(controle). Posteriormente serdo apresentados os resultados dos cortes semifinos e
ultrafinos do material incluido em resina tipo epoxi. Nos animais do grupo II serdo
estudados os fendmenos decorrentes dos processos de desmielinizacdo e remielinizacao.
Para tal, as lesdes serdo apresentadas cronologicamente ¢ em cada tempo serido descritas
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as alteragdes celulares, da bainha de mielina e do espaco extracelular compativeis com os
processos de desmielinizacdo e remielinizacio. Nos animais do grupo I serdo estudadas
as lesOes decorrentes do trajeto da agulha da seringa Hamilton na ponte e da deposicio
de 10 ul de cloreto de sédio 0,15M na cisterna basal. Por 1ltimo serdo apresentados os
resultados das variacOes técnicas utilizadas no experimento, a verificacio da influéncia
dos pardmetros sexo e idade dos animais no processo de remielinizacdo, e finalmente, o
resuitado do controle toxicolégico realizado.

4.2 - A estrutura da ponte

A ponte é uma estrutura anatdmica pertencente ao tronco cerebral (figuras 1 e 2) e
caracteriza-se por ser constituida de uma parte ventral ou base da ponte, ¢ uma parte
dorsal ou tegmento da ponte. As estruturas ventrais da ponte sdo as primeiras a aparecer
no sentido rostro-caudal (figura 3). Os niicleos pontinos, a por¢do mais rostral da ponte,
iniciam-se em 6600 um posterior ao bregma e o tegmento (figura 4) iniciam-se em 8700
um posterior ao bregma (PALKOVITZ & BROWNSTEIN, 1988). Caudalmente, a ponte
¢ margeada pelas fibras intracerebrais do nervo facial (10.200 ym posterior ao bregma).
Na base da ponte encontram-se as seguintes estruturas: fibras longitudinais (tractos
cortico-espinhais, coértico-nuclear e cdrtico-pontino), fibras transversais da ponte e
niicleos pontinos. Os niicleos pontinos sdo pequenos aglomerados de neurdnios dispersos
em toda a base da ponte e neles terminam fazendo sinapse as fibras cértico-pontinas. Os
axonios dos neurdnios dos niicleos pontinos constituem as fibras transversais da ponte,
também chamadas fibras pontinas ou ponto-cerebelares. A parte dorsal da ponte
apresenta fibras ascendentes, descendentes e transversais, além de nicleos de nervos
cranianos e substincia cinzenta propria da ponte. Os nicleos dos nervos cranianos sio
resultantes da fragmentacao longitudinal e transversal da substincia cinzenta do tronco
encefilico. Esses niicleos correspondem, pois, a determinadas 4reas de substincia
cinzenta da medula e constituem a chamada substéncia cinzenta homéloga a da medula.
Por outro lado, existem muitos nidcleos no tronco encefilico que ndo tem
correspondéncia com nenhuma 4drea da substancia cinzenta da medula e constituem a

substincia cinzenta prépria do tronco encefélico (para revisdo da estrutura da ponte ver
MACHADO, 1986).
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A andlise da estrutura da por¢io ventral da ponte, através de cortes de material
incluido em parafina e de cortes semifinos (Grupo I), demonstra uma grande variagao em
relacdo a extensdo (sentido ventro-dorsal) percorrida pelas fibras mielinicas. Na porcio
ventral da ponte hi niveis em que a substincia branca (tractos citados anteriormente
neste item) encontra-se bastante dispersa e em outros onde a substincia branca encontra-
se bastante compactada e extensa (figuras 5 e 6 respectivamente).

A anilise ultraestrutural da por¢éo ventral da ponte nos animais controle (Grupo I)
demonstrou que as fibras nervosas mielinicas mais ventrais (tractos descritos
anteriormente neste item) sdo mais espessas do que aquelas das por¢des mais dorsais
(ainda que na base) da ponte (figuras 7 e 8), 0 que torna a porgio mais ventral da base da
ponte mais adequada ao estudo dos fenémenos de desmielinizacdo e remielinizacio do

encéfalo.

4.3 - Observacoes morfologicas da ponte dos animais dos grupos II e
III (cortes em parafina)

4.3.1. - Extensao das lesdes provocadas pela injecdo do BE

De um modo geral as lesbes provocadas pela injecido de 10ul de BE na cisterna
basal atingiram o mesencéfalo, a ponte e o corpo trapezdide. Nao foram observadas
lesGes na regido do infundibulo, no bulbo e na medula cervical. Entretanto, as lesdes
presentes na ponte eram mais extensas ¢ na maioria dos casos comprometiam 1/3 a 1/2
da ponte (figura 9), no sentido ventro-dorsal, mais préximo as meninges.
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4.3.2 - Aspecto histolégico das lesoes provocadas pelo BE

Vinte e quatro horas apds a inoculacao do BE, foi observado na ponte, uma lesao
compativel com o estado de espongiose do tecido nervoso, uma vez que foi evidenciado
aumento do espaco extracelular e edema axonal (figuras 9 e 10).

Aos 3 dias, foram observadas alteracdes similares as constatadas 24 horas poés-BE,
com maior celularidade no centro da lesdo representada por leucdcitos, além de focos
hemorragicos e eventuais células fagociticas (figuras 11 e 12).

Aos 7 dias o centro da lesdo foi caracterizado pelo aumento do espaco extracelular
e presenga de inimeras células fagociticas de grandes dimensoes e citoplasma hialino.

Estes achados foram compativeis com a formagdo de lesdes pseudo-cisticas (figura 13).

Ao redor dos vasos sangiiineos foi freqiiente a presenca de infiltrado inflamatério
(figuras 13 e 14).

- Aos 11 dias apos a inoculagio do BE, ocorriam as alteraches anteriormente
descritas; no entanto, havia diminuicdo do edema extracelular e conseqiientemente
melhor organizacao do tecido, uma vez que as fibras nervosas tumefeitas puderam ser
melhor individualizadas na regiao central da lesao (figuras 15 e 16).

Aos 15 dias apés a inoculacido do BE permaneciam as caracteristicas descritas para
os 11 dias (figuras 17 e 18).

Aos 21 dias ap6s a inoculacdo do BE foi possivel caracterizar melhor a formagio
de cavidades cisticas ¢ um pequeno aumento da vascularizagio da lesdo, em relagdo ao
observado aos 15 dias (figura 19 e 20), em continuidade com a presenca de células
fagociticas ¢ a manutencio do edema tecidual (figura 20).

Aos 30 dias apds a inoculacdo do BE a formacio de cistos foi muito evidente,
mesmo macroscopicamente, associada ao significativo aumento da drea de
vascularizacio da lesdo (figuras 21 e 22). Havia reducio no nimero de células
fagociticas em consondncia com aumento do niimero de células com citoplasma pouco
evidente (provavelmente muitas dessas sejam células da glia) (figura 22).
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As lesdes observadas no mesencéfalo e no corpo trapezdide tinham caracteristicas
histoldgicas semelhantes as descritas para a ponte, nos diversos periodos estudados.

4.3.3- Extensao e aspecto histologico das lesoes induzidas pela
injecao de solugao salina

Apds a inoculagio de 10 ] de solucdo salina 0,15M na cisterna basal, em alguns
animais foi detectada uma 4rea de lesdo pequena (comparativamente aos animais que
receberam o mesmo volume de BE), drea essa adjacente ao trajeto da agulha e
circunscrita 8 ponte. Ndo foram observadas lesdes em outras topografias do tromco

encefalico, medula cervical ou regido do infundibulo. Genericamente, o aspecto
histoldgico da lesdo foi caracterizado por edema axonal, infiltrado inflamatério com
presenca de células fagociticas e aumento do espago extracelular (figuras 23 e 24).
Comparativamente, com os animais que receberam BE e foram sacrificados aos 3 dias
(figuras 11 e 12), as duas primeiras alteracdes foram mais intensas nestes animais,
enquanto o mimero de células fagociticas foi visivelmente maior nos animais que
receberam injecOes intracisternais de solucdo salina. Em tempos posteriores foi
observada uma maior quantidade de células fagociticas nos animais que receberam BE.

4.4 - Observacgoes morfologicas da ponte dos animais dos grupos I
e III (cortes semifinos e ultrafinos)

4.4.1 - Observacoes 24 horas apés a injecdo do BE

Através da microscopia Optica foi possivel identificar duas dreas com diferente
intensidade de lesdo. Uma regido apresentou um importante edema intraxonal, com
relativa preservagio da bainha de mielina e sem aumento do espaco extracelular (figuras
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25 e 26). Essa regido descrita corresponde a periferia ou as margens da lesdo. A outra
regido apresentou edema intraxonal em conjunto com o aumento do espago extracelular
(figura 27). Estas alteracdes sdo compativeis com o estado de espongiose difusa do
tecido nervoso. Essa regido corresponde ao centro da lesdo e caracteriza-se por
alteracdes teciduais mais significativas.

Tanto no centro, como na periferia da lesdo foi possivel encontrar células
entremeadas as fibras nervosas alteradas; no entanto, estas células foram de dificil
caracterizacio & microscopia Optica. Em ambas as regides, e especialmente na periferia
da lesdo havia fibras nervosas mielinicas sem alteracoes (figuras 26 e 27).

A anélise ultraestrutural das células presentes na periferia da lesdo demonstrou um
padrio de alteragio celular nuclear caracterizado por fragmentacio da cromatina e

formacio de grumos compactos e dispostos preferencialmente ao longo da membrana
interna do envoltério nuclear e equidistante a ela. Os demais grumos de cromatina
distribuiam-se aleatoriamente ao longo do nucleoplasma e possuiam menores dimensdes
(figuras 28 e 29). A fragmentacdo de estruturas nucleares também estendeu-se ao
nucléolo, que sob a agdo do BE ficou reduzido a granulos finos frouxamente agrupados
(figura 29). Particularmente, alguns oligodendrdcitos, apresentavam a formacio de
"whorls" (membranas enroladas sobre si mesmas) em continuidade com a membrana
externa do envoltério nuclear, além da presenga de corpos densos no citoplasma (figura
29). Algumas fibras nervosas apresentavam um importante edema intraxonal e em
decorréncia rarefacio do seu conteiido (figuras 28 e 29), além de mitocOndrias
tumefeitas. Em outras fibras foi possivel evidenciar pequenos vaciolos intraxonais ¢ a
formacio de vesiculas periaxonais originarias da fragmentacio e enrolamento da mielina
(figura 28). O espago extracelular estava pouco aumentado e foi possivel reconhecer as
vesiculas membranosas, além dos processos astrocitdrios contendo feixes condensados
de filamentos gliais, entremeando as fibras nervosas (figura 28).

A anilise ultraestrutural das células presentes no centro da lesdo permitiu
evidenciar que foram bastante severas as alteracdes nucleares sofridas, sendo estas
caracterizadas por completa fragmentacio da cromatina aliada i descontinuidade do
envoltério nuclear, caracterizando um estagio inicial de cariorréxis (figura 30). No centro
da lesdo foi dificil distinguir os tipos celulares e suas respectivas alteracdes, dado o grau
de fragmentacdo e degeneracdo citoplasmatica. Nesta regido o aumento do espaco
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extracelular foi bastante importante ¢ nao foi possivel identificar processos astrocitarios
entremeando as fibras nervosas (figuras 30 e 31). As fibras nervosas estavam
caracterizadas por um importante edema intraxonal, com rarefacdo das organelas (figuras
30 e 31). Foi observado também uma separacido precoce das lamelas das bainhas de
mielina e formacdo de vesiculas de mielina no espaco extracelular (figura 31). Assim, e
em conjunto com o edema intraxonal, as fibras nervosas apresentavam pouca espessura
de mielina em correspondéncia ao seu didmetro (figura 30). Algumas fibras nervosas
estavam em estdgio inicial de degeneracao.

4.4.2. - Observacoes 3 dias apos a injecdo do BE

Através da microscopia optica foi possivel continuar evidenciando a periferia e o
centro da lesdo (figura 32). A periferia ndo mostrava alteragdes significativamente
distintas daquelas vistas as 24 horas. Também o centro da lesdo foi caracterizado pela
continuidade do edema intraxonal, mas com menor preservagido das bainhas de mielina,
além de aumento mais significativo do espaco extracelular, onde foram encontradas
vesiculas membranosas decorrentes da fragmentacido da mielina. O fato mais marcante a
este tempo, foi a presenca de células fagociticas, embora em pequeno ndmero,
especialmente presentes no centro da lesdo. Estas células foram caracterizadas por suas
grandes dimensodes, nicleo grande geralmente com nucléolo levemente excéntrico e
presenca de vaciolos citoplasmaticos. Algumas destas células tinham intima relacdo com
0S vasos sangiiineos, enquanto outras estavam presentes entremeando as fibras nervosas
do centro da lesdo (figura 33).

Ao microscépio eletrénico de transmissao foram encontradas células fagociticas em
pequeno namero, dispersas entre as vesiculas de mielina do espaco extracelular. Estas
células eram caracterizadas por nucléolo evidente e cromatina relativamente
compactada, especialmente na periferia nuclear. O citoplasma estava repleto de vesiculas
de conteiido pouco eletrondenso, interpretado como gordura neutra, ou entdo mielina em
diferentes estgios de degradacido. Outras organelas também foram identificadas no
citoplasma das células fagociticas, especialmente estruturas ovaladas, eletrondensas e
revestidas por membrana iunica , sugestivas de elementos do sistema endossdmico-
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lisossOmico. Estas células possuiam muitos processos citoplasmaticos (pseuddpodes)
relacionando-se intensamente com os elementos vizinhos (figura 34).

A analise ultraestrutural destas lesdes demonstrou a auséncia de elementos
neurogliais especialmente no centro da lesao.

A caracteristica mais conspicua do centro da lesdo foi a presenca de fibras nervosas
edematosas e em processo de desmielinizacdo, com conseqiiente formacao de vesiculas
de mielina coalescentes no espago extracelular, caracterizando a aparéncia de figuras de
"honey comb" (figura 35). Algumas bainhas de mielina ndo continham axénio e outras ja
estavam completamente desmielinizadas. As células endoteliais dos capilares sangiiineos
nao apresentavam alteragbes, nem mesmo quanto ao nimero de vesiculas do seu
citoplasma (figura 36).Também foi possivel identificar fibras nervosas relativamente

integras, principalmente na periferia da lesdo .

4.4.3 - Observacoes 7 dias apoés a injecao do BE

Através da microscopia optica continuou sendo possivel distingiiir a periferia
(figura 37) do centro da lesao (figura 38). A periferia apresentava um significativo
aumento do espaco extracelular e as fibras nervosas, na sua maioria, apresentavam pouca
mielina, com ou sem edema intraxonal. Areas hemorrigicas foram localizadas somente
apds 7 dias da injecio do BE (figura 37), embora, como demonstrado nos cortes em
parafina, este fenémeno também seja comum em fases mais agudas da intoxicagao.
Poucas c€lulas fagociticas foram vistas nesta regido. Estas células eram caracterizadas
pela grande dimensfio, morfologia arredondada e extenso citoplasma repleto de vaciiolos
(figura 37). O centro da lesdo era caracterizado por maior aumento do espago
extracelular e edema intraxonal mais significativo se comparando & regido periférica da
lesdo. As fibras nervosas apresentavam pouca ou nenhuma bainha de mielina ao redor do

axdnio. As células fagociticas estavam presentes em grande nimero e com maiores
dimensdes globais e mais intensamente vacuolizadas do que aquelas observadas aos 3
dias ap6s a injecdo do BE (figura 38).
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A andlise ultraestrutural destas lesdes comprovou a presenca de numerosas células
fagociticas principalmente no centro da lesdo (figura 39). Estas células apresentavam
maior conteiido de material fagocitado no citoplasma, representado principalmente por
membranas de mielina em diversos estigios de degradacio e gordura neutra, do que as
mesmas células fagociticas presentes nas lesdes de 3 dias (figuras 34 e 39).
Concomitantemente, os processos citoplasméticos eram muito mais freqiientes e o nicleo
apresentava uma cromatina mais uniformemente distribuida (figura 39). As bainhas de
mielina mostravam duas formas estruturais de degeneracdo: a persisténcia do "honey
comb" (figura 40), ja observado desde os 3 dias, e o inicio da formacido de estruturas
membranosas mais desorganizadas, conhecidas como "massas de membrana derivadas de
mielina". J4 periferia da lesdo, foram localizados astrocitos eventuais, sem alteracdes,
separando alguns axdnios integros. Alguns axdnios completamente desmielinizados
podiam ser vistos rodeados por restos de mielina. Estas fibras estavam individualizadas e

separadas por um importante edema do espaco extracelular (figura 40).

4.4.4 - Observacoes 11 dias apés a injecao do BE

A semelhanca das lesdes observadas aos 7 dias foi possivel reconhecer através da
microscopia Optica, caracteristicas morfolégicas distintas, que diferenciavam a periferia
do centro da lesdo (figura 41 ). A periferia apresentava menor nimero de células
fagociticas em comparacio com o centro da lesdo. Estas células apresentavam as mesmas
caracteristicas morfoldgicas descritas anteriormente. Algumas poucas fibras nervosas
desta regido apresentavam uma delgada bainha de mielina ao redor, entremeadas com
restos de mielina, aumento do espaco extracelular e células fagociticas (figura 42). O
centro da lesdo era caracterizado pela presenca de numerosas células fagociticas
vacuolizadas, aumento do espaco extracelular e poucas fibras nervosas, sendo a grande
maioria desmielinizadas.

A analise ultraestrutural destas lesdes confirmou a presenga de numerosas células
fagociticas especialmente no centro da lesao (figura 43), & semelhanca do observado aos
7 dias apds a injecdo do BE . Comparativamente, as c€lulas fagociticas observadas aos
11 dias mostravam um maior conteiido de gordura neutra e massas de mielina (figuras 43



e 44) do que o observado em tempos anteriores (figuras 39). No centro da lesdo foram
observadas poucas fibras nervosas desmielinizadas entremeadas com células fagociticas
(figura 44) e "massas de membrana derivadas de mielina" presentes no espaco
extracelular (figuras 45).

O fato mais marcante neste periodo foi a associacdo de algumas poucas fibras
nervosas com células consideradas como de Schwann (figura 45 ¢ 46). Embora ndo
sendo visualizada ldmina basal nestas células, a morfologia nuclear, a identificacao de
elementos citoplasmdticos perinucleares e a associcdo com fibras nervosas
possibilitavam o reconhecimento destas como provaveis células de Schwann (GRACA,
1986) imaturas. Tais células apresentaram-se arredondadas, com o niicleo ovalado e
citoplasma tipicamente denso, contendo numerosas mitocondrias, ribossomos e
polirribossomos livres e poucos microtiibulos. Esta morfologia € caracteristica de célula

de Schwann imatura, isto é, em fase de migracdo e ainda ndo mielinizante (LANDON &
HALL, 1976) .-Também foram observados grupos de axfmios desmielinizados, ou em
estagio inmicial de remielinizacdo por oligodendrécitos, separados por processos
astrocitdrios hipertréficos, ricos em filamentos intermedidrios (figura 47). A associacio
entre os diferentes tipos de células mielinizantes e as fibras nervosas foi mais
significativa na periferia da lesdo.

4.4.5 - Observacoes 15 dias apos a injecdo do BE

Através da microscopia 6ptica foi possivel delimitar duas dreas bastante distintas,
relativas aos fendmenos de desmielinizacido e remielinizacio das fibras nervosas (figura
48). Na periferia da lesdo a caracteristica mais conspicua foi a presenga de grupos de
axOnios em estagio inicial de remielinizacdo (maior nfimero de ax6nios que aos 11 dias),
uma vez que os axOnios apresentavam uma delgada bainha de mielina ao redor (figura
49). Dentro desses grupos de ax6nios havia algumas células, de dificil identificacdo &

mictoscopia Optica. Esta drea continuava a apresentar aumento do espago extracelular e
presenca de células fagociticas, mas ndo apresentava restos de mielina no espaco
extracelular.
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O centro da lesdo continuou a apresentar inimeras células fagociticas com muitos
vaciiolos liticos e aumento do espaco extracelular onde eram detectados restos de mielina
e algumas fibras em degeneracao. Nesta regido ndo foram evidenciados axdnios em
processo de remielinizacdo (figura 50).

A anilise ultraestrutural destas lesdes demonstrou significativa remielinizacdo por
oligodendrdcitos na periferia da lesdo. As fibras nervosas apresentavam delgadas bainhas
de mielina e eram entremeadas por indmeros processos astrocitarios delgados
diminuindo o espaco extracelular (figura 51). Os oligodendrdcitos foram identificados
pela morfologia nuclear e principalmente pelo alto grau de compactagio da cromatina,
eventuais indentacdes nucleares, escasso citoplasma e auséncia de filamentos gliais, além
da relacio com vérios ax6nios em remielinizacio (figura 52). Células possuinde liamina
basal ¢ com morfologia compativel com células de Schwann foram observadas ¢ em

relagdo com um dnico axdnio desnudo ou com uma fina bainha de mielina (figura 53).
As células de Schwann observadas neste periodo mostravam um estgio mais avangado
de diferenciacio celular pois a célula e o niicieo apresentavam-se mais alongados, e na
maioria da vezes o micleo mostrava-se indentado. O citoplasma apresentava numerosos
polirribossomos, mitocOndrias e pequenos corpos eletrondensos; uma limitada
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e proeminentes vesiculas do Golgi (figura

53).

O centro da lesdo foi caracterizado pela persisténcia de indmeras células fagociticas
repletas de gordura neutra e mielina em degradagio. Esta regido continuou a mostrar
aumento do espago extracelular, em conjunto com restos de mielina, concomitante a
auséncia de outros tipos celulares ou axdnios em remielinizacio (figura 54);
diferentemente do observado na periferia da leséo.

4.4.6 - Observacoes 21 dias apos a injecdo do BE

Através da microscopia Optica foi possivel observar axénios em processo de
remielinizagio por células de Schwann (figuras 55 e 56) e por oligodendrdcitos (figura
57) ambos na periferia da lesdo. As células de Schwann foram facilmente caracterizadas,
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por estarem, associadas a um {nico axdnio em remielinizacio (figuras 55 ¢ 56). Os
axonios remielinizados por oligodendrdcitos estavam agrupados (figura 57), enquanto
que os axonios remielinizados por células de Schwann estavam individualizados. Nio
havia qualquer especificidade para que uma dada topografia da lesao fosse remielinizada
por oligodendrécito ou célula de Schwann; aparentemente havia uma mescla entre os
dois tipos de remielinizacdo na periferia da lesao.

O centro da lesdo foi caracterizado pela presenca persistente de grande quantidade
de c€lulas fagociticas e demais caracteristicas teciduais descritas para o centro da lesdo
aos 15 dias. Ndo havia evidéncia de remielinizacio ou célula de Schwann nesta regido
(figura 55).

A anilise ultraestrutural mostrou dreas de significativa remielinizacdo na periferia

da lesdo. As 4reas de remielinizacdo por oligodendrdcitos apresentavam menor evidéncia
do espaco extracelular do que as dreas de remielinizacao pelas células de Schwann. A
'primeira area foi caracterizada pela presenca de fibras nervosas em remielinizacao por
processos citoplasmaticos de oligodendrécitos (figura 58) e na maioria das vezes estas se
relacionavam com processos astrocitdrios. As dreas de remielinizagdo por células de
Schwann eram caracterizadas por amplo espaco extracelular, auséncia de processos
astrocitdrios e associacido de uma célula de Schwann com uma tGnica fibra nervosa em
remielinizacdo (figura 59). Foi possivel observar a presenca da 1dmina basal descontinua
na superficie das células de Schwann; no entanto, nio foi muito evidente a presenca de
feixes de coldgeno nas proximidades destas células. Foi também digno de nota o fato de
as fibras nervosas remielinizadas por células de Schwann apresentarem,
comparativamente, estdgio mais adiantado de remielinizacio do que as fibras nervosas
remielinizadas por oligodendrdcitos (figura 59).

O centro da lesdo era caracterizado pela persisténcia do espago extracelular
aumentado e presenca de células fagociticas. No espaco extracelular permaneciam restos
de mielina sob a forma de "massas de membrana derivada de mielina", e dreas esparsas
de figuras de "honey comb". Nio havia a presenca de axdnios em remielinizagio (figura

60).

43



4.4.7 - Observacoes 30 dias apos a injecao do BE

Através da microscopia Optica foi possivel identificar definitivamente as
caracteristicas da lesdo, relativo a topografia do centro e da periferia (figuras 61 e 62), e
a respectiva localizagio do processo de remielinizacdo por oligodendrdcitos e/ou células
de Schwann. O processo de remielinizacdo foi visto apenas na periferia da lesdo e
apresentava as mesmas caracteristicas morfolégicas descritas aos 21 dias. Salienta-se que
os nichos de remielinizagio por oligodendrécitos eram dreas onde houve diminuicao do
espaco extracelular (figuras 62 a 65), contrastando com o fato das células de Schwann

estarem presentes em dreas onde persistia o espaco extracelular aumentado (figuras 63 a
66). '

O centro da lesdo apresentava as mesmas caracteristicas morfologicas descritas aos
21 dias e observadas nas figuras 61 e 62.

A andlise ultraestrutural da periferia da lesdo comprovou a existéncia de dreas
distintas de remielinizacdo. As fibras nervosas, remielinizadas por oligodendrdcitos,
caracterizavam-se por possuir uma delgada bainha de mielina ao redor dos axdnios, com
notdria e freqiiente presenca de processos astrocitarios hipertréficos, ricos em filamentos
intermediarios, entremeando as fibras nervosas (figuras 67 e 68). As células de Schwann,
remielinizando fibras nervosas, foram melhor caracterizadas aos 30 dias do que aos 21
dias p6s-BE, dada a mais nitida presenca de lamina basal e pequenos feixes de coligeno
nas suas proximidades (figura 70). O niicleo mostrava-se freqiientemente indentado ¢ no
citoplasma eram observados muitos polissomos livres e cisternas do complexo de Golgi
bem dilatadas. Foram documentadas dreas com ambos os tipos de remielinizagdo, em
intima relacdo de proximidade, mas que sempre obedeciam as particularidades descritas
acima para cada um dos processos de remielinizagdo (figuras 71 e 72). Os axOnios
remielinizados por células de Schwann caracterizavam-se por estarem envoltos por
bainhas de mielina mais espessas que as remielinizadas por oligodendrécitos, num
espaco extracelular muito aumentado onde ndo foram observados processos astrocitarios

(figuras 72). Na periferia da lesdo havia sub-ireas que apresentavam grupos de axdnios
desmielinizados, ¢ separados por processos astrocitirios, que ndo evidenciavam indicios
de remielinizacdo (figuras 73 e 74).
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Na regido central da lesdo continuava a auséncia de remielinizacdo. Esta area era
caracterizada pela persistente presenca de células fagociticas, aumento do espaco
extracelular com presenca de restos de mielina, e reconhecimentc de axonios
desmielinizados e separados pelos elementos anteriormente citados (figuras 75 e 76).

4.4.8 - Observacoes apés a injecio de solucio salina 0,15M

Através da microscopia 6ptica foi possivel, em alguns animais, identificar pequenas
lesdes circunscritas, induzidas pelo trajeto da agulha da seringa Hamilton e pela
deposigio de 10 4l de solugao salina na cisterna basal.

As alteracOes teciduais presentes apds a injecdo de solucdo salina estavam
confinadas a ponte. A avaliaciio de cortes semifinos desta regido demonstrou a presenga
de edema axonal, células fagociticas, hemorragia e aumento do espaco extracelular
(figuras 77 ¢ 78).

A ultraestrutura adicionou informagoes através da identificacio de células
neurogliais, fibras mielinicas sem alteracdes e poucas fibras nervosas em processo de
desmielinizacdo ou ja desmielinizadas, gerando a formaciio de estruturas mielinicas
(restos de mielina) no espaco extracelular (figura 79). Nao foi evidenciado processo de
remielinizacido nos animais deste grupo.

4.5 - Variagoes técnicas

Nao foi observada diferenga significativa nos resultados quanto a variagdo dos

métodos de perfusdo utilizados (considerando a passagem prévia ou ndo de tampio
fosfato antes da passagem da solucao fixadora).
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Nao houve diferenca significativa quanto a ultraestrutura, considerando o tipo de
tampdo utilizado (fosfato ou cacodilato) para a fixacdo por imersao.

A resina Araldite 502 pura permitiu a execucdo de cortes semifinos e ultrafinos de
qualidade superior aqueles confeccionados utilizando a mistura de resinas Poly/Bed 812
e Araldite 502 (Poly/Bed 812 ¢ Araldite 502: prancha I figuras 5 e 6 e pranchas VIII, XI,
XTIV, XVI, XXXIII; Araldite S02 pura: pranchas XX, XXIII, XXVI, XXVII). Em relacdo
aos cortes ultrafinos a melhor qualidade destes € observada apenas a ultramicrotomia e
nao através da andlise das eletromicrografias.

4.6 - Influéncia do sexo e idade no desenvolvimento das lesoes

Nio foram observadas variagdes significativas relacionando sexo e idade dos
animais com os fendmenos de desmielinizagdo e remielinizagdo (foram utilizados
animais de 2,5 a 8 meses de idade, machos e fémeas).

4.7 - Controle toxicologico

Os cortes histolgicos do tecido hepdtico ndo demonstraram alteracGes
morfolégicas, tanto nos animais controle, como nos experimentais. Um achado
ocasional, em animais controle ¢ experimental com idade superior a 7 meses, foi a
presenca de hidronefrose unilateral. Nos cortes histolégicos foi identificado atrofia da
cértex renal e dilatacdo dos ductos coletores, principalmente aqueles pertencentes ao
sistema pielo calicial.
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PRANCHA 1

Macroscopia do SNC e do tronco encefalico. Corte semifino da porgio
ventral da ponte - Azul de Toluidina, sec¢des de 1 um.

FIGURA 1: Macrofotografia do SNC de rato Norvegicus, da cepa Wistar. (vista
ventral). Localizacio do tronco encefilico (4rea pontilhada). 1,1X.

FIGURA 2: Macrofotografia do tronco encefilico. Localizacio da ponte (drea
pontilkada). 1,8X.

FIGURA 3: Macrofotografia de corte transversal da ponte, superficie anterior
(abaixo da linha pontilhada). Base da ponte. 3,8X.

FIGURA 4: Macrofotografia de corte transversal da ponte (superficie posterior).
Base da ponte no 1/3 inferior (abaixo da linha pontilhada) e tecto da
ponte (entre a linha pontilhada e o asterisco (cerebelo). 3,5X.

FIGURA 5: Fotomicrografia de corte semifino da ponte de animal do grupo L
Organizagio estrutural dispersa da substdncia branca com muitas
fibras nervosas, intercalada com faixas de substincia cinzenta com os

niicleos dos neurdnios. Azul de toluidina. 244X.
FIGURA 6: Fotomicrografia de corte semifino da ponte de um animal do grupo L

Distribuigdo mais compactada da substincia branca (metade superior
da fotomicrografia). Azul de toluidina. 244X.
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PRANCHA I1

Ultraestrutura normal da por¢ao ventral da ponte

FIGURA 7: Regido subpial da porgdo ventral da ponte. Fibroblasto (F) da pia-mater,
membrana limitante glial, representada pelos processos astrocitarios ricos
em feixes de filamentos gliais (asterisco). Abaixo da membrana limitante

glial, predominam fibras nervosas mielinicas de grande didmetro.
12.000X.
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PRANCHA III

Ultraestrutura normal da por¢ao ventral da ponte

FIGURA 8: Porgio ventral da ponte; nivel de seccdo mais dorsal em relacdo a figura 7.
Presenca de fibras nervosas mielinicas de pequeno didmetro com bainha de

mielina delgada, predominando sobre as fibras nervosas mielinicas de
grande calibre com bainha de mielina espessa. 6.720X
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PRANCHAIV

Superficie ventral da ponte, Cortes em parafina.
(Hematoxilina - Eosina)

FIGURA 9: Extensdo e aspecto da lesdo 24 horas apdés a injecdo do BE. Pia-mdter
(seta), cortex cerebelar (cc). 33X

FIGURA 10: Detalhe da lesio mostrada na fotomicrografia anterior. Espongiose do
tecido nervoso com aumento do espago extracelular e axénios

edematosos. 184X.

FIGURA 11: Extensio e aspecto da lesdo 3 dias apds a injecio do BE. Pia-mdter (seta),
quarto-ventriculo (asterisco), e drea hemorrigica (H). 27X

FIGURA 12: Detalhe da figura 11, mostrando o aspecto edematoso do tecido nervoso
(espongiose) em consonincia com aumento da celularidade. Axdnios

edematosos (asterisco), leucdceitos (L). 325X.
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PRANCHA V

Superficie ventral da ponte. Cortes em parafina
(Hematoxilina - Eosina)

FIGURA 13: 7 dias apés a injecio do BE. Pia-mater (seta) irregularmente disposta. Ha
grande aumento do espaco extracelular, compativel com a area lesada.
Formacgoes pseudo-cisticas (pc). 44X

FIGURA 14: Detalhe da figura 14. Espaco extracelular aumentado com presenca de
células fagociticas e infiltrado inflamatério ao redor de vaso sangiiineo
(vs). 378X

FIGURA 15: Extensdo da lesdo 11 dias apds a injecdo do BE. Pia-mater com vasos
sangiiineos (seta). Artéria basilar (estrela). Lesdo (L). 44X.

FIGURA 16: O aspecto vacuolado do tecido, aumento do espaco extracelular,

entremeado por fibras nervosas edematosas (asterisco) e células
fagociticas. 171X.
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PRANCHA V1

Superficie ventral da ponte. Cortes em parafina.
(Hematoxilina - Eosina)

FIGURA 17: Extensio da lesio 15 dias apds a injecdo do BE. Pia-mdter com vasos
sangiiineos (seta). Formagdes pseudo-cisticas (pc). 39X.

FIGURA 18: Detalhe da lesio mostrada na fotomicrografia antetior. Aumento do espago
extracelular e imimeras células fagociticas. Infiltrado inflamatério
perivascular. Vaso sangiiineo (vs). 152X

FIGURA 19: Extensio e aspecto da lesio 21 dias apos a injecao do BE. Pia-mdter
(seta). Formagdo de cavidades cisticas (c). 52X

FIGURA 20: Detalhe da lesio mostrada na fotomicrografia anterior. Presenca de cistos

(c), células fagociticas e grande aumento do espacgo extracelular. Presenca
de muitos vasos sangiifneos. 168X
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PRANCHA VII

Superficie ventral da ponte. Cortes em parafina.
(Hematoxilina - Eosina)

FIGURA 21: Extensdo e aspecto da lesao 30 dias apds a injecio do BE. Pia-maéter
(seta). Formacdo de cavidades cisticas (c). Aumento da vascularizacio em
relacdo aos 21 dias apés a inoculacdo do BE (figura 19). 43X

FIGURA 22: Detalhe da lesdo mostrada na fotomicrografia anterior. Presenca de cistos
(c), células fagociticas e outros tipos celulares com evidenciacdo nuclear
apenas. Espaco extracelular aumentado. 168X

FIGURA 23: Extensio e aspecto da lesio (L) 3 dias apés a injecdo de solucdo salina
0,15M. Pia-midter (seta). 39X

FIGURA 24: Detalhe da lesdo mostrada na fotomicrografia anterior. Aumento do espago
extracelular com fibras nervosas edematosas e concentragio de células
fagociticas (seta). 152X.
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PRANCHA VIII

Cortes semifinos 24 horas apds a injecio do BE
(Azul de toluidina seccoes de 1 um)

FIGURA 25: Pia-miter (seta). Superficie subpial com numerosas fibras nervosas
edematosas (asterisco) intercaladas com fibras normais caracteristicas
da periferia da lesdo. No limite inferior da fotomicrografia parte do
centro da lesdo. 360X

FIGURA 26: Periferia da lesdo. Aumento do espaco extracelular com predominio de

fibras nervosas edematosas intercaladas com fibras nervosas normais.
360X

FIGURA 27: Centro da lesdo. Aumento do espago extracelular com fibras nervosas

edematosas (asterisco) intercaladas com fibras nervosas normais (fn).
800X
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PRANCHA IX
Ultraestrutura da periferia da lesiio 24 horas apés a injegéio do BE

FIGURA 28: Oligodendrécitos (O) com cromatina redistribuida em grumos. No
citoplasma mitocondrias edematosas (m) com poucas cristas
membranosas (densidades floculentas). Processos astrocitarios ricos em
feixes de filamentos gliais (cabeca de seta). Fibras nervosas edematosas
com rarefagio do contetido intraxonal (F) e presenga de vaciolos
intraxonais (vi). Espago extracelular aumentado com presenca de
vesiculas membranosas (ve). X 5.445

FIGURA 29: Oligodendrécito com a cromatina fragmentada e formacio de grumos (G).
Elementos nucleolares resultantes de fragmentagio nucleolar (seta). No
citoplasma, formagdo de "whorls" (w) em continuidade com a membrana
externa do envoltério nuclear. Presenga de corpos densos (cd). Fibra
nervosa edematosa com rarefacio ou auséncia do contetido intraxonal (F).
X15.120
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PRANCHA X
Ultraestrutura do centro da lesio 24 horas apés a injecao do BE

FIGURA 30: Ao centro, célula em estigio inicial de cariorréxis (completa fragmentacio
da cromatina e rotura do envoltério nuclear), rodeada por cinco grandes
fibras nervosas edematosas e com rarefacio do conteddo intraxonal.

Separacio das lamelas de mielina (seta). Aumento do espaco extracelular
e auséncia de processos astrocitirios. 4.950X

FIGURA 31: Fibras nervosas edematosas com rarefacdo do contefido intraxonal com

separacdo (seta) e mesmo perda das lamelas de mielina com conseqiiente

formacgao de vesiculas de mielina, tanto intraxonais (vi), como no espago
extracelular aumentado (ve). 5.280X
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PRANCHA X1

Corte semifino 3 dias apés a injecio do BE
(Azul de Toluidina - sec¢oes de 1 um)

FIGURA 32: Vista panoramica da lesdo: da esquerda para a direita: area de tecido
normal (N), regiao periférica (P) e centro da lesdo (C). Pia-mater (seta).
459X.

FIGURA 33: Detalhe do centro da lesao. Intimeras fibras nervosas edematosas, algumas
das quais com severa distorcdo do seu didmetro (asterisco). Células
fagociticas (f) perivasculares; vaso sangiiineo (vs). Aumento do espago
extracelular com formacéo de vesiculas (v). 1.584X.
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PRANCHA XII

Ultraestrutura do centro da lesao 3 dias apoés a inje¢ao do BE

FIGURA 34: Célula fagocitica. No citoplasma goticulas de lipidio (I - preto), mielina
em degradacdo (m), estruturas do sistema endossémico-lisossdmico (1 -
branco). Imiimeros processos citoplasmaticos (seta). 17.982X
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PRANCHA XIII

Ultraestrutura do centro da lesao 3 dias ap6s a inje¢ao do BE

FIGURA 35: Fibras nervosas em diferentes estigios do processo de desmielinizacio
(asteriscos) entremeadas com algumas fibras nervosas com bainha de
mielina relativamente bem preservada. Vesiculas de mielina (v). Em
alguns locais figuras em favo de mel, cujo processo é conhecido como
"honey comb" (h). Auséncia de elementos neurogliais. Espaco
extracelular aumentado. 5.115X

FIGURA 36: Fibra nervosa desmielinizada em corte longitudinal, cujo axénio desnudo
mostra restos de mielina ao longo do seu comprimento (cabecas de seta).
Células endoteliais dos capilares sangiiineos (cs) sem alteracOes e sem
relacio com processos astrocitirios. Aumento do espaco extracelular.
5.115X

59






PRANCHA XIV

Cortes semifinos 7 dias apos inje¢io do BE
(Azul de toluidina - seccoes de 1 um)

FIGURA 37: Periferia da lesiao. Area hemorrdgica (seta maior). Fibras nervosas
edematosas com pouca ou nenhuma mielina ao redor. Grande infiltrado
de células fagociticas (seta menor). Vaso sanguineo (vs). Espaco
extracelular aumentado. 416X

FIGURA 38: Centro da lesio. Edema axonal com pouca ou nenhuma mielina ao redor
dessas fibras (asteriscos). Presenca de maior mnimero de células
fagociticas (seta) do que na periferia da lesao. Aqui, as células fagociticas
estio intensamente vacuolizadas indicando aumento da atividade
fagocitica. Vaso sangiifneo (vs). Aumento do espaco extracelular. 896X
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PRANCHA XV

Ultraestrutura da lesio 7 dias apés a injegcao do BE

FIGURA 39: Centro da lesdo. Células fagociticas com indmeros processos
citoplasmaticos (p). No citoplasma goticulas lipidicas (1) e fragmentos
de mielina em diferentes estdgios de degradacao (m). 4.950X

FIGURA 40: Periferia da lesdo. Grupo de fibras nervosas desmielinizadas (d) separadas
por importante aumento do espaco extracelular. Algumas fibras ainda se
encontram em processo de desmielinizacio (d'), com separacio,
decompactacio e vesiculacdo das lamelas de mielina (v). Restos de
mielina (R) no espaco extracelular. 14.256X
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PRANCHA XVI

Cortes semifinos 11 dias apos a inje¢ao do BE
(Azul de toluidina - seccoes de 1 wm)

FIGURA 41: Vista panorimica da lesfo. Vaso sangiiineo (vs) da pia-mater e inimeras

células fagociticas na superficie sub-pial. Fibras nervosas edematosas
(asteriscos). 168X

FIGURA 42: Periferia da lesdo. Imimeras células fagociticas (f). Fibras nervosas
desmielinizadas (d). Fibras nervosas edematosas e com delgada bainha

de mielina (asteriscos). Fibras nervosas normais (n). Vaso sangiiineo
(vs). 918X
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PRANCHA XVII
Ultraestrutura do centro da lesao 11 dias apés a injecao do BE

FIGURA 43: Células fagociticas repletas de goticulas lipidicas (1) e mielina em
degradacdo (m) localizadas abaixo da pia-méter que apresenta delgados

feixes de coldgeno (cabeca de seta) produzidos por fibroblasto (F).
5.569X

FIGURA 44: Massa de mielina (M) no citoplasma de uma célula fagocitica. Processos

citoplasmdticos (p). Vesiculas de mielina (v) no espago extracelular.
5.775X
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PRANCHA XVIII
Ultraestrutura do centro da lesio 11 dias apos a injecio do BE

FIGURA 45: Fibras nervosas desmielinizadas (d) e associadas com células de Schwann
(8). Citoplasma de células fagociticas e mielina em degradacido (m). No
espaco extracelular presenca de massas de membrana derivadas de
mielina (M). 5.445X

FIGURA 46: Detalhe de um campo da eletromicrografia anterior. Associacio inicial de
uma célula de Schwann com uma fibra nervosa desmielinizada através de
um mesixon (seta). 14.256X
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PRANCHA XIX

Ultraestrutura da periferia de lesao 11 dias apos a inje¢ao do BE

FIGURA 47: Area de remielinizacio inicial por oligodendrécitos. Fibras nervosas em
estdgio inicial de remielinizacdo (r). Processos astrocitdrios hipertréficos
ricos em feixes de filamentos intermedidrios (asterisco).23 .328X
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PRANCHA XX

Cortes semifinos 15 dias apos a inje¢ao de BE
(Azul de toluidina - secg¢oes de 1 uwm)

FIGURA 48: Vista panordmica. Centro da lesdo (C) e periferia da lesdao (P). Pia-mater
(seta). 360X.

FIGURA 49: Periferia da lesdao. Grupos de fibras nervosas em remielinizacio (R).
Células fagociticas (f) vacuolizadas e aumento do espaco extracelular.

1.440X

FIGURA 50: Centro da lesdo. Células fagociticas (f) intensamente vacuolizadas. No
espaco extracelular aumentado ha restos de mielina (M). 1.440X.
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PRANCHA XXI

Ultraestrutura da periferia da lesiio 15 djas apos a injecdo do BE

FIGURA 51: Area de remielinizacdo por oligodendrécitos. Fibras nervosas em estagio
inicial de remielinizacio entremeadas por processos astrocitirios (a)
hipertréficos. Capilares sangiiineos (cs). 13.824X

FIGURA 52: Area de remielinizagéio por oligodendrécitos. Virias fibras nervosas sendo
remielinizadas por um oligodendrécito. Processos astrocitarios (a) em
intima relagio com fibras nervosas em estigio inicial de
remielielinizacdo. Processos dos oligodendrécitos em continuidade com a
bainha de mielina de axénios (cabega de seta). 13.392X
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PRANCHA XXI1

Ultraestrutura da lesao 15 dias apés a inje¢io de BE

FIGURA 53: Periferia da lesdo. Célula de Schwann associada a uma fibra nervosa
desmielinizada (d) e outra (com ldmina basal presente no processo
citoplasmaético) associada com uma fibra nervosa em remielinizagdo (d').
Delgados feixes de fibras coldgenas (seta). 30.272X

FIGURA 54: Centro da lesdo. Células fagociticas com citoplasma repleto de goticulas

lipidicas (1) e mielina (m) em degradacdo. Fibra nervosa desmielinizada
(d) e aumento do espaco extracelular. 5.280X
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PRANCHA XXI11

Cortes semifinos de 21 dias apés a injeciio do BE
(Azul de toluidina - sec¢bes de 1 gm)

FIGURA 55: Vista panordmica da lesdo. Centro da lesdo (C) repleto de células

fagociticas. Periferia da lesio (P). A remielinizacio por células de
Schwann € mais evidente (cabeca de seta), 111X.

FIGURA 56: Periferia da lesio. Area predominantemente remielinizada por células de

Schwann (cabecas de seta). Células fagociticas (f). Vaso sangiiineo (vs).
Espaco extracelular aumentado contendo mielina degradada. 880X.

FIGURA 57: Periferia da lesio. Area predominantemente remielinizada por

oligodendrécitos. Grupos de fibras nervosas sendo remielinizadas por
oligodendrécitos (0O). Neurdnio (n) e vaso sangiiineo (vs) em
associagio com fibras nervosas normais. 880X.
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PRANCHA XXIV

Ultraestrutura da periferia da lesido 21 dias apés a injecao do BE

FIGURA 58: Oligodendrécito rodeado por fibras nervosas em remielinizagio (1) e
pequenos axdnios desmielinizados (d). 19.440X

70






PRANCHA XXV
Ultraestrutura de lesao 21 dias apos a injegio do BE

FIGURA 59: Periferia da lesdo. Fibras nervosas (O) em processo de remielinizagao por

| oligodendrécitos. Fibras nervosas (S) em processos de remielinizacao por
células de Schwann. Célula de Schwann associada com uma fibra nervosa
desmielinizada (S) 5.445X.

FIGURA 60: Centro da lesdo. Célula fagocitica com citoplasma repleto de mielina em
degradacio e goticulas lipidicas (). Fibras nervosas em processo de
desmielinizacio (d). Massas de membrana derivadas de mielina (m"),
vesiculas de mielina (v) e "honmey comb" (h) no aumentado espaco
extracelular. 5.775X.
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PRANCHA XXVI

Cortes semifinos de lesao 30 dias apds a injecio do BE
(Azul de toluidina - seccoes de 1 um)

FIGURA 61: Vista panordmica da lesio. Centro da lesio (C), com formacio de
cavidades cisticas. Periferia da lesio (P). Pia-méter (seta). Vasos

sangiiineos (vs) da pia mater . Notavel aumento do espago extracelular.
105X

FIGURA 62: Centro da lesio (C) com significativo aumento do espaco extracelular e
inimeras células fagociticas. Periferia da lesdo (P), com fibras nervosas
em remielinizacdo (cabecas de seta). 176X.

FIGURA 63: Periferia da lesio. Areas remielinizadas predominantemente por
oligodendrécitos (setas) e fibras nervosas individualizadas e
remielinizadas por células de Schwann (cabegas de seta). Células

fagociticas (estrela) no espaco extracelular aumentado. Tecido nervoso
sem alteragdes (N) a margem da lesio 336X.
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PRANCHA XXVII

Cortes semifinos de periferia da lesao 30 dias apés a injecio de BE
(Azul de toluidina - seccoes de 1 pm)

FIGURA 64: Detalhe de uma 4rea perivascular. Vaso sangiiineo (vs) rodeado por fibras
nervosas em remielinizacdo por oligodendrécitos (O). Fibras nervosas
isoladas e remielinizadas por células de Schwann (cabecas de seta).
Algumas células fagociticas (f) estdo presentes no campo. 1.536X

FIGURA 65: Detalhe de uma 4rea perivascular. Vaso sanguineo (vs) tendo ao redor
fibras nervosas individualizadas e em estdgio de remielinizacio por
células de Schwann (cabecas de seta) com significativo aumento do
espago extracelular. Nas proximidades grupos de fibras nervosas (seta)
sendo remielinizadas por oligodendrécitos.1.536X.

FIGURA 66: Fibras nervosas (cortes em vérias incidéncias) em processos de

remielinizacdo por células de Schwann (cabecas de seta). Células
fagociticas (f) e notdvel aumento do espago extracelular. 1.536X.
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PRANCHA XXVIII

Ultraestrutura da periferia da lesio 30 dias apés a injegao de BE

FIGURA 67: Fibras nervosas em processo de remielinizacio por oligodendrécitos.
Processos astrocitérios hipertréficos ricos em feixes de filamentos gliais

(asteriscos) infiltrados entre as fibras nervosas em remielinizacio.
5.445X

FIGURA 68: Fibras nervosas em processo de remielinizagio por oligodendrdcitos.
Processos astrocitarios hipertréficos ricos em feixes de filamentos gliais
(asterisco) infiltrados entre as fibras nervosas em remielinizacao.
Astrdcito reativo (A) caracterizado pela lobulacao nuclear. 5.775X
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PRANCHA XXIX

Ultraestrutura da periferia de lesdo 30 dias apés a inje¢ao de BE

FIGURA 69: Fibras nervosas em processo de remieliniza¢io por células de Schwann
(S), as quais apresentam ldmina basal (cabeca de seta). Fibras nervosas
desmielinizadas (d). Citoplasma de uma célula fagocitica (f). Processos
celulares (seta). Notdvel aumento do espaco extracelular. 5.775X

FIGURA 70: Fibras nervosas em processo de remielinizagio (S) por células de

Schwann. Limina basal (cabeca de seta) ¢ feixes de coligeno (setas).
19.500X
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PRANCHA XXX

Ultraestrutura da periferia de lesio 30 dias apds a injeciio do BE

FIGURA 71: Fibras nervosas (fo), envolvidas por processos astrocitdrios hipertréficos
ricos em feixes de filamentos gliais (asterisco) e em processo de
remielinizagdo por oligodendrécitos. Fibras nervosas (fs) em processo de
remielinizagio por células de Schwann, onde ndo sdo evidenciados
processos astrocitdrios individualizando estas fibras, mas um maior
aumento do espaco extracelular. Citoplasma de uma célula fagocitica (f).
5.280X

FIGURA 72: Fibras nervosas (fo) em processos de remielinizagdo por oligodendrdcitos
e envolvidas por finos processos astrocitarios (asterisco). Fibras nervosas
(fs) em processo de remielinizagio por células de Schwann. E evidente a
diferenca de espessura da bainha de mielina dos axo6nios (de calibre
semelhante) remielinizados pelas células de Schwann e pelos
oligodendrécitos. 5.280X
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PRANCHA XXXI

Ultraestrutura da periferia de lesdo 30 dias apés a inje¢ao de BE

FIGURA 73: Area de fibras nervosas que permaneceram desmielinizadas. 4.950X

FIGURA 74: Fibras nervosas desmielinizadas entremeadas por processos astrocitirios
com feixes de filamentos intermedidrios (asteriscos). 5.775X.
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PRANCHA XXXIT1

Ultraestrutura do centro de lesao 30 dias apés a inje¢fio de BE

FIGURA 75: Fibras nervosas desmielinizadas (d). Células fagociticas nao ativadas (f)
com poucas goticulas lipidicas e processos citoplasmaticos. Espaco
extracelular aumentado com numerosas vesiculas de mielina (v)
quiescentes. 5.280X

FIGURA 76: Células fagociticas repletas de goticulas lipidicas (1) e mielina em

degradacdo (m). Auscncia de fibras nervosas. Espaco extracelular
significativamente aumentado. 15.984X.
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PRANCHA XXXIII

Cortes semifinos da lesao 3 dias ap6s a inje¢io de solugio salina
(Azul de toluidina - sec¢des de 1 um)

FIGURA 77: Predominio de fibras nervosas edematosas (asteriscos). Fibras nervosas
normais podem também ser identificadas (1/3 inferior da
fotomicrografia). Espaco extracelular aumentado. 523X

FIGURA 78: Fibras nervosas edematosas (asterisco), células fagociticas (f). Espaco
extracelular aumentado. 1158X

Ultraestrutura da lesao 3 dias apos a injecao de solugio salina

FIGURA 79: Astricito (A) em relagido com fibras nervosas edematosas com rarefacio
do conteddo intraxonal (F) e fibra nervosa com edema periaxonal (f).
Fibras nervosas desmielinizadas (d). Fibras nervosas normais (N).
Hemaceas (h). Restos de mielina (R) no espaco extracelular aumentado.
3749X

79






5 - DISCUSSAO

5.1 - Introducao

Dois aspectos principais serdo discutidos no modelo experimental de
desmielinizacao pelo BE. O aspecto degenerativo que corresponde & primeira fase pés-
inje¢do da droga e o aspecto reconstrutivo que corresponde & segunda fase, regenerativa,
do tecido nervoso lesado. Na fase degenerativa serdo discutidas a dindmica e as
caracteristicas da degeneracdo das células gliais, € o0 conseqiiente processo de
desmielinizaclo, seguido da remocdo dos restos celulares por células fagociticas. Nesta
fase de alteragbes degenerativas serd dada &nfase ao estado de espongiose do tecido

nervoso (provocado pelo BE), ao aparecimento de figuras de "honey comb", i
ultraestrutura, e aos eventos celulares referentes a fagocitose da mielina. Na fase

regenerativa serdo discutidas a dindmica do fendmeno de remielinizacio, a astrocitose e
a auséncia de astrocitos em dreas especificas; bem como a auséncia de remielinizacio em
outras dreas da lesdo.
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Todos esses fendmenos serdo avaliados em comparacido com prévios estudos que
utilizaram o BE com droga gliotéxica. Os resultados também serdo discutidos a luz de
dados obtidos tanto de outros modelos experimentais de desmielinizacio priméaria, como
dos aspectos das doencas desmielinizantes espontineas do SNC de humanos.

O BE foi usado com este objetivo pela primeira vez por YAJIMA e SUZUKI
(1979a; b) que demonstraram os fendOmenos desmielinizantes das fibras nervosas, além
dos efeitos degenerativos sobre os oligodendrdcitos, como também a subseqiiente
remielinizacio das fibras nervosas no encéfalo de ratos jovens. Posteriormente
BLAKEMORE (1982b), estudou esses mesmos fendmenos na medula espinhal de gatos
adultos, apontando algumas particularidades nao referidas no estudo anterior. GRACA &
BLAKEMORE (1985) apontaram as alteracoes degenerativas dos oligodendrécitos do
encéfalo de ratos recém nascidos, com uma concentracao/dose menor de BE, daquela

utilizada por YAJIMA & SUZUKI (1979a; b). No entanto o estudo mais completo sobre
o assunio coube a GRACA (1986) que estudou os processos de desmielinizagio e
remielinizacio da medula espinhal de ratos Wistar adultos.

Os resultados obtidos na presente investigacdo confirmam, em linhas gerais,
aqueles observados e discutidos nos estudos anteriormente referidos. No entanto, as
particularidades do presente estudo dizem respeito principalmente: ao retardo no inicio
da acio das células fagociticas, a significativa remielinizacdio dos axoOmios por
oligodendrdcitos, a exuberante astrocitose em algumas regides, a formacio de estruturas
cisticas em outras partes da lesdo e a auséncia de formacdo de "scrolls”". As provaveis
explicaches as particularidades encontradas neste estudo referem-se: a idade e espécie

dos animais em experimento, a concentracdo/dose de BE utilizada e & topografia da
lesdo.

5.2 - Alteracoes morfolaogicas induzidas pelo BE

As alteragdes morfoldgicas decorrentes a inoculacio do BE puderam ser
evidenciadas ja as 24 horas. A este respeito, os resultados serdo discutidos através de
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enfoques as alteracOes celulares e as alteracdes da bainha de mielina em separado, isto
porque a lesdo destas estruturas denota diferentes aspectos morfolégicos e
fisiopatoldgicos.

5.2.1 - Alteracoes morfologicas celulares

As células da substincia branca, da porcao ventral da ponte, foram as primeiras
estruturas a apresentar alteracdes morfoldgicas decorrentes da inoculagio do BE.
Inicialmente essas alteracoes foram de carater degenerativo e posteriormente as células
sobreviventes da lesdo passaram a apresentar alteragOes reativas.

Nos modelos experimentais de desmielinizacdo primaria em rato utilizando o BE,
as alteracdes celulares também foram observadas ja 24 horas ap6s a sua inoculagio no
tecido nervoso (YAJIMA & SUZUKI, 1979a; b; GRACA & BLAKEMORE, 1985;
GRACA,1986) e se caracterizaram por fendmenos de degeneracdo celular. Ja as
alteracodes celulares reativas iniciaram-se entre os 7 dias (GRACA, 1986) e 12 dias
(YAJIMA & SUZUKI, 1979b), apés a inoculagido do BE, coincidindo com o inicio do
processo de remielinizagio.

5.2.1.1 - Alteracoes celulares degenerativas

Nesta investigacdo as alteracOes celulares degenerativas foram observadas no
periodo de 24 horas a 7 dias, apés a inoculacio do BE. A microscopia éptica, foi notéria
a baixa freqiiéncia de elementos celulares na lesio. Ao microscépio eletronico de
transmissdo foi constatada uma maior celularidade na periferia da lesdo em relagao a

1egido central.
As células da periferia apresentaram alteragdes nucleares dristicas caracterizadas

por fragmentacido da cromatina e do nucléolo com formacao de grumos periféricos. As
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alteracoes citoplasmaticas foram encontradas principalmente nas mitocondrias, que se
apresentaram edematosas ¢ com densidades floculentas, o que é compativel com o inicio
de morte celular (GHADIALLY, 1988). GRACA (1986), utilizando diferentes
concentragdes de BE concluiu que as leses mais graves foram obtidas com a maior
concentracio de BE. Na presente investigacio a drea do centro da lesdo apresentou
alteracOes mais drésticas do que a periferia, o que pode ser interpretado como reflexo da
maior concentracio de BE nesta regido.

Estes achados sao compativeis com a acdo intercalante do BE e refletem sua avidez
pelo DNA - RNA celular (NASS, 1972; NEIDLE & ABRAHAM, 1984). Outros
experimentos utilizando o BE em cultura celular confirmam estes achados e auxiliam o
entendimento do mecanismo intercalante desta droga, conforme revisado por GRACA
(1986). Através destes experimentos foi concluido que a concentragio de 1 mg/ml de BE

é altamente téxica para as células e que ndo ocorre a reversibilidade da intercalacdo.

A integridade da cromatina e dos ribossomos € fundamental & sintese protéica e a
manutencgio da fisiologia celular (ALBERTS et al, 1989). Quando estas estruturas estio
lesadas ocorrem alteracdes fisiolégicas e/ou morfoldgicas ao nivel nuclear e mitocondrial
que por sua vez causam outras alteracoes citoplasmaticas (GHADIALLY, 1988).

Uma alteragio especifica encontrada no citoplasma dos oligodendrécitos foi a
presenga de acimulos de membranas dispostas concentricamente ("whorls"). Tais
estruturas apareceram em continuidade com a membrana externa do envoltdrio nuclear e
foram também relatadas na medula espinhal por GRACA (1986). CHEN & YATES
(1967) classificaram os "whorls" como corpos citoplasmaticos do tipo I. Estes autores
encontraram os "whorls” em associacdo com o reticulo endoplasmatico. Os "whorls"
também foram encontrados associados as mitocOndrias (GRAGCA, 1986). Uma
caracteristica comum na fisiopatologia dos "whorls" € que eles estio presentes em
células em estagio inicial de lesdo celular ou degeneracdo. Este fato pode ser verificado
em fibras musculares e nervosas (CHEN & YATES, 1967) e em células da glia e fibras
nervosas (SUZUKI & De PAUL, 1971), através do uso de drogas hipocolesterolémicas.

Com o uso de drogas hipocolesterolémicas os "whorls" provavelmente indicam uma
proliferacdo compensatoria de membranas frente a supressao da biossintese de colesterol
(SUZUKI & De PAUL, 1971). A fisiopatologia da formacdo dos "whorls" com o uso do
BE deve estar associada a uma reatividade limitada dos oligodendrécitos.
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Variacbes dos "whorls" sdo os "scrolls" que apenas sado formados quando os
oligodendrdcitos sao lesados em ratos que estejam em estigio de mielinizagio (SUZUKI
& De PAUL, 1971; YAJIMA & SUZUKI, 1979b; GRACA & BLAKEMORE, 1685).
Estes achados de acimulo de estruturas membranosas intracelulares podem representar,
assim como os "whorls", uma reatividade celular contra o efeito do agente agressor.

A destruicio astrocitaria € verificada 24 horas apés a inoculacao do BE, causando
grande aumento do espaco extracelular. No centro da lesdo ndo sdo observados processos
astrocitdrios, indicando a maior concentracio de BE neste ponto. Estes achados sdo
concordantes com os resultados obtidos com o modelo experimental do BE na medula
espinhal de ratos Wistar (GRACA, 1986).

As alteracdes axonais representadas por edema, rarefacdo do conteddo intraxonal e
a presenca de alguns axdnios em degeneragdo, no periodo de 24 horas a 7 dias apos a
inoculagio do BE, foram também referidas por GRACA, (1986). As alteragdes
intraxonais podem estar relacionadas com a acdo inflamatéria inespecifica do BE
(ALEXANDER, 1969; BRANDER & PUGH, 1971), e/ou com o efeito intercalante da
droga (NEIDLE & ABRAHAM, 1984), uma vez que os ax6nios quando desnudos de
mielina ficariam mais expostos ao agente intercalante e suscetiveis as alteracoes
intraxonais.

Aos 11 dias apos a inoculagio do BE, os axdnios que estavam em processo inicial
de remielinizacio ndo apresentaram as alteracdes anteriormente referidas e foram
considerados normais. E notério portanto, que a desmielinizagio concorre com
alteracdes intraxonais ¢ o infcio da remielinizacio com o reestabelecimento de suas
caracteristicas normais.

5.2.1.2 - Alteragoes celulares reativas

Nesta investigacdo, as alteracdes celulares reativas foram observadas a partir do
décimo primeiro dia ap6s a inoculacdo do BE. Estas alteracoes foram caracterizadas pela
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presenca de astrdcitos, oligodendrdcitos e células de Schwann principalmente na
periferia da lesdo. As caracteristicas ultraestruturais destas células refletiam intensa
atividade metabdlica, ou seja, presenca de grande nimero de mitocéndrias, ribossomos e
complexo de Golgi bastante desenvolvido.

A presenca de oligodendrécitos ndo foi identificada no décimo primeiro dia apés a
inoculagio do BE, mas a partir do décimo quinto dia quando mostravam intensa
atividade metabdlica, e encontravam-se em processo ativo de remielinizacdo dos
ax0nios. A origem dos oligodendrécitos nestas lesdes serd discutida no item 6.3.1.

Ainda no décimo primeiro dia foram identificadas células de Schwann imaturas
associadas a fibras nervosas desmielinizadas. A presenca de células de Schwann no
SNC, ap6s a inocula¢do do BE na medula espinhal, foi identificada aos 7 dias, e aos 13

dias estas células estavam remielinizando axoénios desmielinizados (GRACA,1986).
YAJIMA & SUZUKI (1979b) identificaram células de Schwann remielinizantes 12 dias
ap6s a inoculacdo do BE no encéfalo. BLAKEMORE (1982b) utilizando gatos, ao invés
de ratos, identificou células de Schwann 10 dias apds a inoculagio do BE na medula
espinhal, sem contudo observar processos de remielinizacio, o que veio a acontecer,
mais tardiamente, aproximadamente aos 28 dias. Estas diferencas possivelmente estio
relacionadas ao volume e a concentracdo de BE inoculado, & espécie e & idade dos
animais, ao local de inoculacdo e a diferencas nos intervalos de tempo para analise
morfoldgica do tecido nervoso. Ha também, provavelmente, respostas individuais.

Os astrocitos foram observados 11 dias ap6s a injecio do BE e na periferia da
lesdo. Os astrécitos podem beneficiar a resolucio das doengas desmielinizantes porque
participam de varios processos biolégicos importantes como aqueles citados no item 2.8.
Tal fato pOde ser verificado na presente investigacdo, uma vez que o fendmeno de
astrocitose isomdrfica (FERNAUD-ESPINOSA et al, 1993) foi freqiientemente
observado em associacdo com as fibras nervosas em processo de remielinizagdo por
oligodendrocitos. Por outro lado foi marcante a presenca de astrocitose concomitante a
auséncia de células de Schwann em outras areas da leséo. ‘
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5.2.2 - Alteracoes morfologicas da bainha de mielina

As bainhas de mielina dos ax6nios da porcao veniral da ponte apresentaram
alteracdes importantes decorrentes da inoculagio do BE. Inicialmente, as alteracoes
foram de cérater degenerativo, e posteriormente, a recuperacao de muitas destas bainhas
ocorreu através da remielinizacdo por oligodendrdcitos ou células de Schwann.

5.2.2.1 - Alteracgoes degenerativas da bainha de mielina

As alteracbes degenerativas da bainha de mielina culminaram com o evento de
desmielinizacdo primaria. A desmielinizacdo foi o resultado da intercalacio do BE nos
acidos nucléicos dos oligodendrécitos. A desmielinizacdo, quando analisada a
microscopia 6ptica, foi caracterizada como uma espongiose do tecido nervoso. O estado
espongidtico ndo é patognomodnico de desmielinizacio (ADORNATO & LAMPERT,
1971). Para o esclarecimento desse fato € necessdrio a utilizacio da microscopia
eletronica de transmissdo para o estudo da desmielinizacio e outras lesdes
concomitantes.

Na presente investigacio a alteracao ultraestrutural predominante da bainha de
mielina foi a formacdo de vesiculas e aparecimento de figuras de "honey comb”.
Concomitantemente, ndo foi encontrada vacuolizacio da bainha de mielina, uma
proeminente caracteristica referida por YAJIMA & SUZUKI (1979a; b). Estes achados
na presente investigacio sdo concordantes com aqueles obtidos por GRACA (1986).

A vacuolizacio da bainha de mielina sugere uma alteracdo nio especifica, seguida
de um distarbio hidroeletrolitico reversivel na célula mielinizante (BLAKEMORE, 1983)
ou incorporacio de substincias anfipaticas na estrutura da mielina (GRACA, 1986).
Parece que o edema e a vacuolizacgio da bainha de mielina, ocorrem apds um distdrbio
das forcas eletroquimicas (equilibrio de Gibbs-Donnan), ¢ sao processos indicativos de
adaptacio celular quando a célula € ainda vidvel (GRACA, 1986). Por outro lado, as
alteragOes observadas tais como formacido de vesiculas e figuras de "honey comb”, sdo
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mais severas em relacdo as anteriormente referidas, uma vez que sio irreversiveis.

O estado espongioso observado a microscopia de luz foi devido, inicialmente ao
aumento do espaco extracelular resultado da acdo inflamatéria inespecifica induzida pelo
BE (ALEXANDER, 1969; BRANDER & PUGH, 1971) e a degeneracdo das células
gliais devido a intercalacio do BE no DNA - RNA destas células (NEIDLE &
ABRAHAM, 1984). Posteriormente, a vesiculacdo da bainha de mielina, resultado da
morte dos oligodendrécitos e da instabilidade da mielina, passoun a colaborar com o
estado espongioso do tecido nervoso. Estes resultados demonstram que a viabilidade dos
oligodendrdcitos e a sintese protéica sio fundamentais para a manutencdo da integridade
da bainha de mielina, uma vez que aproximadamente 30% dos constituintes da mielina
sdo proteinas (ver item 2.5). Portanto, a desestruturacio inicial da bainha de mielina €
resultado da intoxicacdo das c€lulas gliais pelo BE, e conseqiiente degeneragao dos

oligodendrdcitos

A amplitude das lesdes gliais degenerativas e a conseqiiente degeneracao da bainha
de mielina, foi expressiva devido 4 concentracido/dose de BE utilizada, e resultou em
grande parte na formacao de lesdes cisticas no tecido nervoso a partir dos 7 dias apds a
inoculacdo do BE. Lesdes cisticas ou "cyst-like lesions" t€ém sido descritas quando se
inoculam 2 ul (concentracdo de 0,1% de BE em solucio salina 0,15M) na medula
espinhal de gatos adultos (BLAKEMORE, 1984; BLAKEMORE & CRANG, 1985).

Ja as alteracdes degenerativas, especialmente aquelas da bainha de mielina,
encontradas na ponte dos animais que receberam injecdo intracisternal de solucio salina
0,15M, refletem o trajeto da agulha concomitante a deposicao de 10 ul de solugdo salina
no SNC. Esses dois fendmenos devem ser considerados como um traumatismo ao SNC e
portanto levam a agressdo celular e geracio de uma resposta inflamatoria inespecifica
com presenca de leucdcitos no local. Estas células (inclusive células fagociticas),uma vez
ativadas, liberam enzimas mielinoliticas, levando ao fendmeno de desmielinizagao. Este
fenémeno fisiopatolégico tem sido observado em outros estudos e € denominado efeito
"bystander" (PERRY & ANDERSSON, 1992). As outras alteracdes observadas com a

inoculacio da solucdo salina também sio decorrentes de uma inflamacio local
inespecifica.
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5.2.2.2 - A resposta inflamatéria do encéfalo a inoculagao do BE

A resposta inflamatéria do SNC é diferente dos demais sistemas do organismo. O
rapido recrutamento de neutréfilos € de monécitos para a lesdo € virtualmente ausente.
Estas células somente invadem a lesio alguns dias apds o infcio da agressio (PERRY et
al, 1993). Na degeneracao Walleriana, por exemplo, poucos neutréfilos sdo recrutados e
ocorre um retardo, de vérios dias, antes dos mondcitos atingirem a lesdo; com isso os
restos de mielina podem residir no espaco extracelular do SNC por um longo periodo;
além do fato que nem todas as partes dos axdnios elicitam as mesmas respostas. A
limitacio da resposta dos fagécitos mononucleares justifica a baixa remoc¢io dos restos
de mielina, os quais possuem propriedades inibitérias para a regeneragido do tecido

nervoso (PERRY et al, 1993).

A aparente auséncia de uma tipica reacido mielomonocitica dentro do SNC, como
habitualmente vista em outros sistemas, pode ser decorrente da presenca da barreira
hematoencefilica (PERRY & ANDERSSON, 1992). Por outro lado alguns experimentos
demonstram que lesbes agudas e transitérias que levam a quebra da barreira
hematoencefilica, ndo levam a invasao do SNC por mondcitos circulantes, concomitante
ao fato que mondcitos atravessaram a barreira hematoencefalica intacta em alguns outros
experimentos (PERRY & GORDON, 1988; PERRY et al, 1993;). Parece, portanto,
razodvel aceitar, que algum fator deve ser responsédvel pela entrada de mondcitos para o
tecido nervoso do SNC, independentemente, até certo ponto, da integridade da barreira
hematoencefalica. BEUCHE & FRIEDE (1984) estudando a acio macrofdgica em nervos
do SNP, em um modelo experimental estabelecido, sugerem que um sinal especifico e
transitério atrai células fagociticas para as bainhas de mielina em degeneracao.

A evidéncia de que a microglia, o macréfago residente do SNC, é uma célula
quiescente ou "downregulated", quando comparada a outros macréfagos teciduais,
justifica o retardo no inicio de sua ativacdo. A distin¢do entre macréfagos, derivados dos
mondcitos da circulacio sistémica, e a micrdglia ativada (fagocitica) ndo é possivel
através de critérios morfolégicos e/ou andlise imunocitoquimica (PERRY et al, 1993;
GEHRMANN & KREUTZBERG, 1993), uma vez que, os mondcitos ao entrarem no
parénquima do SNC adotam um "fendtipo microglial” (PERRY et al, 1993). Por esta

88



razdo foi preferivel a utilizacio do termo "células fagociticas" para referéncia aos
macréfagos encontrados nas lesdes desmielinizantes do SNC. Na presente investigacio
as células fagociticas foram identificadas somente 72 horas apés a inoculacdo do BE,
fato este coincidente com o aparecimento de alguns fenémenos degenerativos da bainha
de mielina, como por exemplo a formagio de vesiculas de mielina. GRACA (1986)
relata a presenca de células fagociticas na lesdo provocada pelo BE, na medula espinhal
de ratos, desde as 24 horas apés a inoculacio, tendo porém seu apogeu, representado por
grande aporte de células fagociticas aos 7 dias apés a injecio do BE. Assim como
descrito por GRACA (1986), também na presente investigagio as células fagociticas
continuam a ser evidenciadas até os 30 dias subseqiientes a inoculacdo do BE. No
entanto, a partir dos 21 dias foi observado, na 4rea central da lesdo, grande quantidade de
vesiculas de mielina livres no espago extracelular. Estas vesiculas, e em algumas

localidades, a formacao de figuras de "honey comb", ndo apresentavam indicios de que

estivessem sendo fagocitadas. Tal fato € de fundamental importancia, uma vez que 4reas
repletas de mielina em degradacio no espaco extraceluiar nao apresentam remielinizacao
dos axdnios.

As constatacOes acima descritas, na presente investigacio, também foram feitas por
GRACA (1986), que em conjunto com os achados de BEUCHE & FRIEDE (1984),
sugeriu que se as células fagociticas nao migrarem para a drea de desmielinizacdo em
tempo adequado, a mielina € passivel de modificagdo € que a partir de um periodo esta
mesma estrutura nao seria atrativa para as células fagociticas. Portanto o retardo da
migracao das células fagociticas, ou a migracdo de um nimero reduzido destas células,
ndo levard 4 rapida remocdo das bainhas de mielina e conseqiientemente impedird ou
retardara a remielinizacdo da area.

5.3 - Remielinizagdo dos axonios

Na presente investigaco a extensao da remielinizacio na ponte foi avaliada 15 a 30
dias apés a inoculacdo do BE e cinco condigdes podiam estar presentes: 1) axoOmios
remielinizados por oligodendrdcitos, 2) axonios remielinizados por células de Schwann,
3)axdnios que permaneciam desmielinizados, 4) algumas areas repletas de mielina no
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espaco extracelular com ax6nios em degeneracgio, 5) dreas repletas de células fagociticas
em atividade ou nao. Areas de transicio também foram encontradas.

As dreas de remielinizacdo eram confinadas a periferia da lesdo, uma vez que a
regido central era ocupada por lesdo cistica que ndo continha processos astrocitrios e se
mostrava repleta de axdnios desmielinizados, células fagociticas e restos celulares
decorrentes de degeneracido. As lesdes cisticas tém sido induzidas quando se injeta um
volume superior a 2 - 2,5 ul no tecido nervoso (BLAKEMORE, 1978; BLAKEMORE,
1984) e nestes casos as dreas de remielinizacio ficam confinadas as vizinhangas do
tecido normal.

De um modo geral, a remielinizacio reduz o tamanho do internodo e a espessura da
bainha de mielina (BLAKEMORE, 1974a). A avaliacio da atividade neurofisiologica

apds a remielinizacdo do SNC por oligodendrécitos no modelo de BE, mostra uma
efetiva recuperacio funcional dos ax6nios anteriormente desmielinizados (SMITH et al,

1981). Também foi documentada a restauracdo da atividade neurofisiolégica em fibras
nervosas do SNC remielinizadas por células de Schwann (FELTS & SMITH, 1992).

A demonstracio morfolégica da remielinizacdo do tecido nervoso, ainda que
incompleta (BUNGE, et al, 1961; BLAKEMORE, 1973b), associada a restauragio da
conducdo do potencial de acdo como em uma fibra mielinizada, prové uma base morfo-
funcional para remissoes de sinais/sintomas na esclerose miltipla (WAXMAM, 1989),
em modelos experimentais de desmielinizacdo (FELTS & SMITH, 1992) ou em outras
doencas desmielinizantes.

O fato dos animais, na presente investigacio, nao apresentarem sinais clinicos pode
ser interpretada com base nos dados de KOLES & RAMINSKY (1972) que
demonstraram a permanéncia da conducio saltatéria, com a presenga de no minimo 2,7%
da espessura da mielina normal, em nervos periféricos; e fundamenta-se nos resultados
de WINDLE, et al, 1958 (Apud WAXMAN, 1989) onde apés a transecgio da medula
espinhal, a preservagio da condugdo em menos de 10% dos axonios podem ser suficiente

para suportar a capacidade locomotora.



5.3.1 - Remielinizacio dos axonios por oligodendracitos

A remielinizacio de axdnios no SNC por oligodendrécitos foi primeiro relatada por
BUNGE et al (1961), experimentando repetidas retiradas e reinjecdes de liquor na
medula espinhal de gatos. O achado de remielinizagio no SNC por oligodendrécitos foi
posteriormente referido em outros modelos experimentais de desmielinizacio
(LUDWIN, 1978) e igualmente por oligodendrdcitos e células de Schwann (HIRANO, et
al, 1969; BLAKEMORE, 1975; BLAKEMORE, 1976; BLAKEMORE, et al, 1977,
YAIIMA & SUZUKI, 1979b; SIMS & GILMORE, 1983, GRACA & BLAKEMORE,
1986).

A remielinizacdo de axOnios por oligodendrécitos no SNC, constatada através de

bidpsias e/ou necrépsias de pacientes com esclerose miltipla, tem sido reportada em
alguns estudos ( RAINE et al, 1981; PRINEAS & CONNEL, 1979; GHATAK,et al,
1989; PRINEAS, et al, 1989; RODRIGUEZ, 1992).

Na presente investigacdo, a remielinizacdo por oligodendrécitos foi bastante
significativa ¢ ndo houve uma forte correspondéncia entre este tipo de remielinizacdo e
alguma particularidade da lesdo. A inica caracteristica marcante foi que a presenca de
oligodendrdcitos estava confinada a areas periféricas onde havia a integridade dos
processos astrocitarios, sendo esta dltima caracteristica também referida por GRACA
(1986). Estes achados sugerem que a gliose astrocitdria per se ndo € a causa do
impedimento da remielinizacdo por oligodendrdcitos. Este fato € interessante uma vez
que em doencas desmielinizantes do SNC, particularmente a EM, &reas de astrocitose
sdo correlacionadas com axonios desmielinizados. O fato mais marcante, na presente
investigacio, foi a significativa remielinizacdo dos axdnios por oligodendrdcitos, uma
vez que o modelo de desmielinizagio primdria do BE, quando desenvolvido na medula
espinhal, mostrou que a maior parte da remielinizacdo era realizada por células de
Schwann, ficando os oligodendrocitos responsaveis pela remielinizacdo da periferia da
lesdo, nas proximidades do tecido normal, em locais distantes das regides subpiais e
perivasculares invadidas por células de Schwann (GRACA, 1989). Este mesmo modelo,
quando desenvolvido no encéfalo de ratos jovens, também demonstrou a ocorréncia de
uma significativa remielinizacio dos axdnios por oligodendrécitos (YAJIMA &
SUZUKI, 1979b). Ainda ndo ha uma explicacio para tal diferenca, mas provavelmente,
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eventos celulares distintos estio envolvidos na remielinizacao do encéfalo ¢ da medula
espinhal. Tal fato também foi referido em outro estudo (McDONALD, 1974) mas
careceu de uma explicacdo definitiva. Portanto, a presenca de maior quantidade de
astrocitos no encéfalo do que na medula espinhal, associada a heterogeneidade
bioquimica e funcional destas células em diferentes regides do SNC (PATEL et al,
1985), provavelmente associada a outros miiltiplos fatores, devem colaborar com os
diferentes indices de remielinizacdo, por oligodendrécitos e células de Schwann, na
medula espinhal e no encéfalo.

A origem dos oligodendrécitos remielinizantes na esclerose miltipla e em diversos
modelos experimentais tem sido muito discutida (BLAKEMORE, 1978; RAINE et al,
1981; ARENELLA & HERNDON 1984; PRINEAS et al, 1989). No modelo de

desmielinizacdo primdria do BE, tém sido propostas duas hipoteses para os

oligodendrécitos remielinizantes. A primeira refere-se 4 origem dessas células a partir de
oligodendrécitos sobreviventes ds margens da lesdo (ARENELLA & HERNDON, 1984).
Estes poderiam remielinizar os axonios mais préximos ou entdo dar origem a novos
oligodendrécitos através de fendmenos mitéticos (BUNGE et al, 1961; LUDWIN,
1979b; ARENELLA & HERNDON, 1984; LUDWIN, 1984). A segunda refere-se a
possibilidade da existéncia de células precursoras de oligodendrécitos, as quais estariam
situadas principalmente na placa subependimaria (BLAKEMORE, 1974b). Estas células
precursoras foram posteriormente identificadas como pertencentes a uma linhagem
celular primitiva, fonte de astrécitos e oligodendrécitos (linhagem O-2A), e que estariam
presentes tanto no periodo embriondrio (NOBLE et al, 1988; RICHARDSON et al,
1988) como na vida adulta do individuo (WOLSWIJK & NOBLE, 1992). Uma vez que a
identificacio morfolégica de mitoses de oligodendrécitos ndo tem sido verificada e a
concomitante demonstragdo imunocitoquimica de oligodendrdcitos remielinizantes na
EM tem sido mostrada (PRINEAS et al, 1989), parece razoavel acreditar que os
oligodendrdcitos remielinizantes na presente investigacio devam ser decorrentes da
diferenciacio celular a partir da linhagem O-2Aadulta e/ou sobreviventes, e amitéticos,
as margens da lesdo.

Por outro lado, os experimentos utilizando radioautografia sugerem a capacidade de
proliferacio dos oligodendrécitos (LUDWIN,1979b) excluindo a possibilidade de
diferenciacio destas células a partir de outras pré-existentes (ARENELLA &
HERNDON, 1984). O efeito mitogénico do astrdcito tipo I (através do Platelet Derived
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Growth Factor - PDGF) na linhagem O-2Aperinatal (NOBLE et al, 1988;
RICHARDSON et al, 1988) ¢ na linhagem O-2A3dulta (WOLSWIJK & NOBLE, 1992)
gerando oligodendrécitos, em tecido em cultura é bem estabelecida. Mecanismos
similares poderiam estar envolvidos no reparo das lesdes desmielinizantes. Alguns
fatores produzidos pelos astrécitos, dentro da lesdo, poderiam ser importantes para
mediar o recrutamento de células progenitoras do tecido normal adjacente (FRANKILIN
et al, 1991). Estas observacGes sdo concordantes com uma modesta producio de
oligodendrécitos em cérebros de ratos adultos (McCARTHY & LEBLOND, 1988).

Por outro lado, a auséncia de remielinizacdo no centro da lesdo poderia ser
conseqiiéncia da falta de sinais axonais que estimulem a migracdo dos oligodendrdcitos
e/ou células de Schwann para aqueles sitios (BLAKEMORE & PATTERSON, 1978);

uma vez que, nesta topografia a degeneracdo Walleriana € mais conspicua ¢ associada a

presenca de indmeras células fagociticas e restos de mielina no espago extracelular.
Além disso, a morte celular no centro da lesio € mais significativa, devido a maior
concentracio de BE injetado, e portanto menor € a quantidade de oligodendrdcitos
sobreviventes.

5.3.2 - Remielinizacao dos axonios por células de Schwann

A presenca de células de Schwann mielinizantes no SNC tem sido identificada em
tecidos normais (RAINE, 1976), em vérios processos de desmielinizacio relacionados a
doencas humanas, tal como a esclerose miltipla (FEIGIN & POPOFF, 1966; FEIGIN &
OGATA, 1971; GHATAK et al, 1973; OGATA & FEIGIN, 1975; ITOYAMA et al,
1983) e em inimeros modelos experimentais de desmielinizagcdo do SNC (HIRANO, et
al, 1969; BLAKEMORE, 1975; BLAKEMORE, 1976; BLAKEMORE, et al, 1977;
YAJIMA & SUZUKI, 1979b; SIMS & GILMORE, 1983, GRACA & BLAKEMORE,
1986). Nestes modelos experimentais de desmielinizacao, a remielinizagdo por células de
Schwann é sempre acompanhada pela remielinizacio por oligodendrécitos. Na presente
investigacdo, as dreas ocupadas por células de Schwann foram caracterizadas pelo

grande aumento do espaco extracelular. O mesmo achado foi referido no modelo de
desmielinizacgio através de radiacao por BLAKEMORE & PATTERSON, (1978) e por
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SIMS & GILMORE (1983); entretanto, esses dois dltimos autores encontraram nas
regides superficiais dos funiculos dorsais da medula, alguns processos astrocitarios
edematosos nas vizinhancas das células de Schwann remielinizantes. Tal efeito foi
atribuido & radiacdo e ndo a uma interacio astrdcitos-células de Schwann (SIMS &
GILMORE, 1983).

No presente estudo, a topografia da remielinizacdo por células de Schwann, nio foi
confinada as regides subpiais e perivasculares das lesdes, como encontrado na medula
espinhal (GRAGCA & BLAKEMORE 1986) e no encéfalo (YAJIMA & SUZUKI,
1979b). GRACA (1986) propde a origem das células de Schwann como a partir dos
nervos da pia-mdter, dos nervos associados aos vasos sangiiineos e a partir das raizes
dorsais da medula espinhal . HIRANO et al, 1969; FEIGIN & OGATA, 1971 propdem

que estas células possam se originar a partir das fibras nervosas mielinicas e amielinicas

que inervam os vasos sangiiineos mais calibrosos do SNC. No SNC, sem alteracdes,
células de Schwann sdo eventualmente encontradas proximo aos limites do SNC e nao
perivasculares. Também em outros estudos ndo foi encontrada relacdo direta entre a
remielinizacio por células de Schwann e vasos sangiiineos (HIRANO et al, 1969).
Portanto a origem das células de Schwann continua um fato discutivel.

Tem sido questionada a hipétese de que os astrdcitos ou a gliose astrocitaria
induzida pela lesdo sejam um empecilho a remielinizacdo por células de Schwann no
SNC. BLAKEMORE (1978), utilizando o modelo de desmielinizacdo da lisolecitina em
coelhos, observou uma grande destruicao astrocitaria no centro da lesao, a qual ndo era
acompanhada por invasdo local significativa de células de Schwann. Os experimentos
utilizando irradiacao prévia a inoculacao da lisolecitina, ndo demonstram invasido da drea
por células de Schwann, muito embora esta regido esteja ausente de astrdcitos vidveis
(BLAKEMORE & PATTERSON, 1978).

Os resultados da presente investigacio falam a favor de que a auséncia dos
astrécitos (provavelmente o astrécito tipo I) € o fendmeno responsivel pela
permissibilidade da entrada das células de Schwann em lesGes desmielinizantes do SNC.

Estes resultados sao concordantes com aqueles obtidos por BLAKEMORE & CRANG

(1989), que através de um elegante experimento demonstraram que lesdes provocadas
pela inoculacdo do BE, e que posteriormente receberam transplante de cultura de células
neurogliais ricas em astrécitos tipo I, mostravam extensa remielinizacio por
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oligodendrocitos. Eles também demonstraram que lesdes provocadas pelo BE, e com
posterior transplante de cultura de células neurogliais, desprovidas de astrdcitos tipo I,
para a lesdo, mostravam extensa remielinizacdo da mesma por células de Schwann. O
uso de transplantes de cultura de astrécitos tipo I, em lesdes causadas pelo BE, aumenta
em muito o indice de remielinizacdo por oligodendrdcitos (FRANKLIN et al, 1991),
invertendo o quadro de predominio de remielinizacdo por células de Schwann, quando as
lesdes causadas pelo BE ndo recebem transplantes celulares (GRACA & BLAKEMORE,
1986). Sem diivida, um dos maiores avancos no estudo da fisiopatologia dos processos
remielinizantes, tem sido a utilizacdo de transplantes de células para as lesGes
desmielinizantes (BLAKEMORE, 1984, BLAKEMORE & CRANG, 1985; 1989;
FRANKLIN et al, 1991; 1992).

Outros fatores, além da auséncia do astrécito tipo I, podem estar relacionados com

a permissibilidade da entrada das células de Schwann em lesdes desmielinizantes do
SNC. E sugerido que, elementos da matriz extracelular do SNC e fatores atrativos das
fibras desmielinizadas sejam importantes para a entrada das c€lulas de Schwann no SNC.
A auséncia de remielinizacdo do centro da lesdao por células de Schwann pode também
estar relacionada a grande distdncia desta drea com a pia-méter e com a emergéncia dos
nervos cranianos da ponte, estruturas essas potencialmente fornecedoras de células de
Schwann para as lesdes desmielinizantes.

O modo ¢ os estimulos para a migracdo das células de Schwann para lesdes
desmielinizantes da medula espinhal foi amplamente discutido por GRACA (1986). A
origem dessas células de Schwann parece estar relacionada aos nervos dos vasos
sangiiineos, (HIRANO et al, 1969; FEIGIN & OGATA, 1971; GRACA, 1989) aos
nervos piais e as raizaes dorsais da medula espinhal (GRACA, 1986; GRACA, 1989).
Para que estas células deixem estes sitios e adentrem ao tecido nervoso do SNC é
necessario, inicialmente, uma matriz extracelular com um minimo de fibras coldgenas.
Posteriormente as préprias c€lulas de Schwann passam a secretar os seus proprios
elementos da matriz para sua manutencdo no novo "habitat" e para facilitar a migragio
de outras células de Schwann. Além disso as células de Schwann mantém a capacidade

de divisio mitdtica quando presentes em lesdes desmielinizantes do SNC; no entanto,

uma vez associadas a um axdnio perdem a capacidade de proliferacio para produzirem
nova bainha de mielina (HARRISON, 1987).
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Um fato marcante na presente investigacio foi a observagdo de um estagio mais
avangado de remieliniz¢io por célula de Schwann em relacdo aos ax6nios remielinizados
por oligodendrdcitos, num mesmo tempo e numa mesma lesdo. Tal fato também foi
observado em experimentos utilizando radiacao como agente desmielinizante (SIMS &
GILMORE, 1983) e em um prévio experimento utilizando o BE como agente
desmielinizante (YAJIMA & SUZUKI, 1979b). Segundo YAJIMA & SUZUKI, 1979b,
este achado demonstra a maior velocidade de producdo de mielina pelas células de
Schwann do que pelos oligodendrocitos, mesmo quando as primeiras nao estio em seu
sitio natural.

5.4 - Fatores que influenciam o desenvolvimento da lesido

5.4.1 - Concentracao/dosagem de BE

A concentracio de BE utilizada nesta investigacio foi de 0,1% em solugio salina
(0,15M estéril. A dose inoculada na cisterna basal foi 10 ul. A concentracio/dose de BE
utilizada para produzir desmielinizacdo no SNC tem tido alguma variacio. YAJIMA &
SUZUKI (1979 a; b) inocularam 2,5 ug ou 100ug de BE em 0,05 ml a 0,1 ml de solucio
salina 0,15M, na cisterna basal de ratos jovens. Com estas doses/concentracdes estes
autores provocaram um estado espongioso nas por¢des subpiais - ventrolaterais do tronco
cerebral, em particular na ponte e na medula espinhal. BLAKEMORE (1982b)
desenvolveu o modelo de desmielinizacdo primaria do BE em gatos adultos, inoculando
1,5 a 2,0 ul, de BE a 0,1% em solucdo salina 0,15M na medula espinhal. Em outros
estudos foi inoculado 1 ul, de 0,1% de BE em solucéo salina 0,15M, na medula espinhal
de ratos récem-nascidos (GRACA & BLAKEMORE, 1985) e de ratos adultos (GRACA
& BLAKEMORE, 1986).

A anilise destes trabalhos, em conjunto com os resultados aqui obtidos, demonstra
a relacao direta entre concentracao/dose € a gravidade/extensao da lesdo desmielinizante
provocada pelo BE. Também no tocante 4 remielinizacido , quanto maior a gravidade da
lesdo, tanto maiot a 4rea central que permanece desmielinizada quando a lesdo é
analisada 30 dias apds a inoculagio do BE. Isto difere das lesdes provocadas na medula
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espinhal e deve refletir diferentes concentragdes/doses de BE utilizada nos diferentes
estudos.

5.4.2 - Topografia da lesdo no SNC

O modelo de desmielinizacdo primaria do BE foi desenvolvido no tronco cerebral
de ratos jovens (YAJIMA & SUZUKI, 1979a; b; GRACA & BLAKEMORE, 1985) e na
medula espinhal de gatos (BLAKEMORE, 1982b) e¢ de ratos (GRACA &
BLAKEMORE, 1986).

Na medula espinhal, a maior parte da remielinizacdo foi efetuada por células de
Schwann (BLAKEMORE, 1982b; GRACA & BLLAKEMORE, 1986), enquanto que no
tronco cerebral havia importante e significativa remielinizacdo por oligodendrécitos,
aliada a remielinizacdo por células de Schwann (YAJIMA & SUZUKI, 1979). A
significativa proporcio de remielinizacdo por oligodendrécitos encontrada na presente
investigacao teve sempre uma relacdo direta com a presenca de processos astrocitarios,
ndo havendo, além disso, relacdo topografica entre espacos perivasculares e/ou subpiais
com a remielinizagdo por células de Schwann. Uma vez que a lesdo provocada na
presente investigacdo foi extensa e de maior gravidade (devido a uma maior
dose/concentracio de BE), aquela produzida por GRACA (1986) foi observada uma
severa destruico astrocitaria, principalmente no centro da lesio, a qual nao foi
significativamente acompanhada por uma invasio local de células de Schwann. O centro
da lesao também mostrou fibras nervosas em degeneracio e restos celulares nio
fagocitados.

Portanto, embora os diversos estudos citados neste item utilizem diferentes
doses/concentracoes de BE, em diferentes espécies de animais, com diferentes idades, é
passivel de observacdo que no encéfalo a remielinizacio por células de Schwann é

menos expressiva do que na medula espinhal.
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A origem de tal discrepincia pode estar relacionada & maior disponibilidade de
fontes de reposicio de oligodendrécitos no encéfalo do que na medula espinhal; ou ainda
a alguma particularidade dos oligodendrécitos do encéfalo ou da prépria estrutura
encefilica como um todo. Outro fator importante € a origem das cé€lulas de Schwann
remielinizantes, que a principio nao estdo relacionadas com os vasos sangiiineos e/ou
com a pia-miter. E provdvel que a remielinizacio do encéfalo seja favoravelmente
realizada por oligodendrécitos € na auséncia destes, quase sempre acompanhada pela
auséncia astrocitaria, a remielinizacio aconteceria por células de Schwann.

5.4.3 - Animais

5.4.3.1 - Espécie

Em estudos utilizando o modelo de desmielinizacio primiria do BE, diferentes
espécies de animais foram utilizadas: ratos da cepa Sprague-Dawley (YAIIMA &
SUZUKI 1979a; b), gatos (BLAKEMORE, 1982b; BLAKEMORE, 1984
BLAKEMORE & CRANG, 1985;), ratos da cepa Wistar (GRACA & BLAKEMORE,
1985 GRACA & BLAKEMORE, 1986), e ratos da cepa PVG Ola (FRANKLIN et al,
1992). Genericamente, ¢ em relagdo aos fendmenos de desmielinizacdo e remielinizacao,
nenhuma diferenca significativa pode ser encontrada nos diferentes estudos levando-se
em consideracio as diferentes espécies e cepas de animais utilizados. Tal fato é de
importincia uma vez que no modelo de desmielinizagio priméria da lisolecitina, a
remielinizacdo significativa por células de Schwann ocorre em ratos (BLAKEMORE,
1976) e em gatos (BLAKEMORE et al, 1977), mas nio em coelhos (BLAKEMORE,
1978). Embora nio se tenha noticia da realizacdo do modelo de desmielinizagio priméria
do BE em coelhos ¢ interessante sugerir que a remielinizacio em diferentes espécies,

frente a um mesmo agente agressor pode ter diferentes aspectos (BLAKEMORE, 1978).
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5.4.3.2 - Idade dos animais

Na presente investigacdo foram utilizados ratos Wistar adultos, de ambos os sexos
e com intervalo de idade entre dois meses e meio a oito meses, no inicio do experimento.
Em relacdo ao desenvolvimento das lesoes e ao indice de remielinizacio ndo foi
encontrada diferenca significativa nas diferentes idades analisadas, embora nio tenha
sido feita uma analise estatistica voltada a esta questdo, como realizada por GILSON &
BLAKEMORE (1993) no modelo de desmielinizagio da lisolecitina.

Particularidades do desenvolvimento das lesdes desmielinizantes e da degeneracgio
dos oligodendrdcitos em relagio a diferentes idades de animais inoculados com BE
foram discutidas no item 5.2.1.1.

Resultados conflitantes sdo encontrados na literatura quando o indice de
temielinizacdo € analisado em conjunto com a idade dos animais em experimento.
Através do modelo experimental de desmielinizacdo primdria do cuprizone (uma droga
que inibe a anidrase carbonica) desenvolvido no pedinculo cerebelar de camundongos
foi mostrado que a remielinizacdo ocorre somente as custas dos oligodendrécitos e que
ndo havia diferenca quantitativa entre camundongos jovens e adultos no que se refere a
remielinizacio (BLAKEMORE, 1973b; 1974b). Este achado levou a conclusdo de que
pelo menos em camundongo e, utilizando-se o modelo de desmielinizacio primdaria do
cuprizone, a idade nio € um fator primordial para a remielinizacio (BLAKEMORE,
1974b).

Por outro lado GILSON & BLAKEMORE (1993) induziram desmielinizagao
priméria na medula espinhal de ratos Wistar através da inoculacdo da lisolecitina (uma
droga que solubiliza lipidios), em ratos jovens, adultos e idosos. A anilise da
remielinizagdo neste caso demonstrou que nos ratos idosos o indice de remieliniza¢io
encontra-se bastante reduzido quando comparado aos ratos jovens e adultos. Estes
achados sdo associados a presenca de células mielinizantes nas lesdes, sem no entanto

ocorrer remielinizagio significativa nos ratos idosos. Tal fato pode estar relacionado com
uma pobre resposta macrofigica/fagocitica observada nos ratos idosos, uma vez que a
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resposta macrofigica e astrocitica influenciam o recrutamento de oligodendrdcitos e a
reconstituicio da bainha de mielina (FRANKLIN et al, 1991; GILSON &
BLAKEMORE, 1993).

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo refletem a igualdade do indice de
remielinizagdo nas diversas idades analisadas e devem estar relacionados com: nenhuma
das idades dos animais poderiam classificd-los como idosos, segundo GILSON &
BLAKEMORE (1993); e/ou que os mecanismos de acdo desmielinizante do brometo de
etidio e da lisolecitina influenciariam o indice de remielinizacéo.

5.4.3.3 - Sexo dos animais

Nio houve qualquer tipo de correlacio entre o sexo dos animais e o
desenvolvimento e a reparacédo das lesdes.

5.5 - Controle Toxicologico

Na presente investigacio, de todos os animais , foram processados para a histologia
trés fragmentos de figado para controle toxicoldgico, e nenhuma alteragio histolégica foi
encontrada nesses tecidos. Esta observacdo atesta que a inocula¢io do BE na cisterna
basal dos ratos ndo induz intoxicacio hepatica durante a sua excrecio, e portanto sugere
que outros tecidos também nio sio lesados.

Um achado ocasional, na necrépsia dos animais controles e experimentais com
idade superior a 7 meses, foi a presenca de hidronefrose unilateral (presente em
aproximadamente 8% do total dos animais utilizados nesta investigacio). Estas
hidronefroses foram classificadas como grau leve (BUREK, 1978) e nio havia outro
fator associado que pudesse apontar para a etiologia, tais como cilculos ou tumores
uroteliais. Em necrépsias rotineiramente realizadas em ratos, é relativamente freqiiente o
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achado de hidronefrose de grau leve, unilateral, e ndo relacionada com um agente
etiologico especifico ( a incidéncia varia de 2 a 43% dependendo da linhagem
considerada). Ja4 nos casos de hidronefrose bilateral, hd associacdo significativa com
urolitiase, cAncer urotelial ou ambos (BUREK, 1978).

5.6 - Variacoes Técnicas

Em relaco as variacoes técnicas utilizadas: método de perfusao, tipo de tampao
utilizado para fixacdo por imersdo e resina utilizada para embebicdo e inclusdo, somente
houve diferenca significativa quanto ao iltimo item. A utilizacio da resina Araldite 502

pura permitiu a execucdo de cortes semifinos e ultrafinos, de qualidade superior aqueles
obtidos com a mistura Poly/Bed 812-Araldite 502, provavelmente porque, a proporcao
entre os diferentes constituintes da resina Araldite 502 pura, forneceram uma dureza
final ac bloco que muito se aproximava da dureza do material incluido.

O procedimentio da contrastacdio "em bloco" pelo acetato de uranila possui a
desvantagem, de ndo permitir a visualizacio de grinuios de glicogénio e isto prejudica,
até certo ponto, a identificacao dos astrocitos. No entanto esta metodotologia se mostra
bastante apropriada para melhorar a visualizacio de membranas e conseqiientemente da
mielina.
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6. CONCLUSOES

6.1 - Relativas a metodologia e técnicas

- H4 uma relacdo dose-efeito no modelo de desmielinizacdo do BE. A injecio de 10
#l (0,1% de BE em solucdo salina 0,15M) na cisterna basal de ratos Wistar é mais
eficiente do que a injecdo de 1 xl de BE (na mesma concentracio) para o estudo dos
fenémenos de desmielinizacdo e remielinizagio na ponte.

- Quanto maior a concentracio/dose de BE injetada no tecido nervoso, tanto mais
grave e mais extensa € a lesdo. A injecdo de 10 ul (0,1% de BE em solucao salina
(,15M) na cisterna basal provoca uma lesdo cistica comprometendo 1/3 a 1/2 da ponte
no sentido ventro-dorsal. Na maioria das vezes o corpo trapezdide e o mesencéfalo

também mostram lesdes semelhantes as da ponte.

- Quanto ao método de perfusdo ndo hd diferenca significativa entre a perfusio
prévia com tampdo (ao fixador) ou a perfusio direta com a solugio fixadora.
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- Quanto ao tipo de tampao utilizado para a fixacdo por imersdo néo ha diferenca
significativa entre os tampdes utilizados (fosfato e cacodilato).

- Em relacdo 2 solugio de embebigio e infiltragdo, a resina Araldite 502 permite a
execugio de cortes com qualidade superior aos da mistura das resinas Poli/Bed 812 -
Araldite 502.

- Assim como em outros estudos, o procedimento da contrastacio dos espécimes
"em bloco" pelo acetato de uranila ndo permite a visualizacdo de grinulos de glicogénio.

6.2 - Relativas aos fendmenos biologicos

- As alteracbes degenerativas, celulares ¢ da bainha de mielina caracterizam o
estado espongioso do tecido nervoso, & microscopia fotonica. Este achado é compativel
com a formacao de lesdes cisticas, especialmente devido a significativa morte astrocitaria
no centro da leséo.

- As alteracdes celulares degenerativas observadas apds a inoculagio do BE sdo
caracterizadas por fragmentacdo da cromatina e alteragdes mitocondriais principalmente
e resultam da acdo intercalante do BE. Estas alteragdes sdo evidenciadas principalmente
de 24 horas a 7 dias apds a inoculagio do BE.

- Os "whorls" em continuidade com a membrana externa do envoltério nuclear dos
oligodendrécitos em estdgio inicial de degeneracdo, caracterizam um estado reativo
limitado destas células.

- As alteragdes axonais caracterizadas principalmente por edema sdo verificadas no

periodo de 24 horas a 7 dias ap6s a inoculacio do BE e refletem a agao inflamatéria
inespecifica e/ou intercalante do BE.
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- As células de Schwann estio sempre associadas com fibras nervosas
desmielinizadas e individualizadas, e nao apresentam relagbes com processos
astrocitarios.

_ As células de Schwann remielinizantes provavelmente tém origem a partir de
células de Schwann presentes nas fibras nervosas dos vasos sangiiineos do SNC e dos
nervos da pia-méiter. Ndo fica ainda descartada a possibilidade que as células de
Schwann sejam oriundas dos nexrvos cranianos que se originam na ponte.

- Quando uma fibra nervosa é analisada individualmente, a célula de Schwann
mostra um estigio mais avangado de remielinizagdo do que os oligodendroécitos, uma vez
que, na mesma lesdo, os axonios remielinizados por células de Schwann apresentam
bainha de mielina mais espessa do que os axGnios remielinizados por oligodendrdcitos,

mesmo considerando que a periodicidade das lamelas € maior no SNP.

- A remielinizagio no encéfalo por células de Schwann é menos expressiva do que
a remielinizacdo pelas mesmas na medula espinhal.

- Os estudos realizados por outros autores, utilizando o modelo experimental de
desmielinizagio do BE, em ratos de diversas cepas ou gatos, nio demonstram diferencas
significativas em relagio aos fendmenos de desmielinizagao e remielinizagao guando
comparados aos ratos da cepa Wistar utilizados nesta investigacao.

- Nenhuma diferenca significativa é observada em relagdo aos fendmenos de
desmielinizagdo e remielinizacdo nos animais de diferentes idades ( 2 e meio a 8 meses)
utilizados nesta investigagéio.

- Nio houve qualquer tipo de correlagio entre o sexo dos animais e os fendmenos
de desmielinizagio e remielinizacio.

- A presenga de hidronefrose unilateral, de grau leve e idiopdtica, em animais com

idade superiot 4 7 meges, & um achado relativamente freqiiente e concorda com os dados
da literatura.
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7.CONCLUSAO FINAL

A inoculagio de 10 gl de BE (0,1% em solugdo salina (,15M) na
cisterna basal de ratos Wistar adultos provoca um fendémeno de desmielinizacdo na
superficie ventral da ponte. Apenas a periferia da lesdo apresenta remielinizacao, ¢ esta é
realizada principalmente por oligodendrdcitos. Quando da auséncia de astrécitos na
lesdo, as células de Schwann migram do SNP para remielinizar o SNC. Portanto a
astrocitose, per se, niao pode ser responsabilizada pelo impedimento da remielinizacao
por oligodendrécitos. Diferentemente da medula espinhal de ratos adultos e do encéfalo
de ratos jovens a remielinizagio por células de Schwann ndo € confinada as regides
subpiais e perivasculares.

Os resuitados desta investigacdo, quando analisados isoladamente, néo
suportam uma hipétese concreta para a quase total auséncia de remielinizacio nas
doencas desmielinizantes do SNC (especialmente a esclerose multipla), mas certamente
descortinam fenémenos que colaboram com o entendimento da fisiopatologia das lesdes
desmielinizantes do SNC.
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