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AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA APOS
INDUCAO LOCAL DE DESMIELINIZACAO TOXICA
NO TRONCO ENCEFALICO DE RATOS WISTAR

Eduardo Fernandes Bondan’, Maria Anete Lallo’, Heloisa Orsini’,
Henri Levi Donnaruma Bentubo', Angela Yazbek', Daclé Juliani Macrini’,
Maria Martha Bernardi’, Dominguita Luhers Graca?

RESUMO - Lesdes desmielinizantes induzidas pelo gliotdxico brometo de etidio (BE) tém sido estudadas
com o objetivo de permitir a compreensdo do limitado processo de reparo mielinico no sistema nervoso
central, bem como avaliar estratégias terapéuticas no sentido de acelerar a reconstrugo das bainhas de
mielina perdidas. Muito embora estudos eletrofisioldgicos correlacionando situa¢des de desmieliniza¢ao
e remielinizacdo experimental sejam bem estabelecidos, os efeitos comportamentais ndo tém sido
adequadamente investigados. Neste estudo, foram analisadas ultra-estruturalmente as lesdes desmielinizantes
e a atividade locomotora de ratos submetidos a indugdo focal de desmielinizagdo pelo modelo do BE na
superficie ventral do tronco encefélico, mediante observacdo de sua movimentacao e controle motor
durante a travessia de uma trave elevada de madeira (beam walking test). Foi observada a ocorréncia de
deficiéncias locomotoras até 31 dias pos-injecdo de BE, constatando-se ainda que a subseqlente
remielinizacdo estava relacionada com o retorno da fungdo perdida.

PALAVRAS-CHAVE: brometo de etidio, desmielinizacao, ratos, remielinizacao, teste da passarela elevada.

Evaluation of locomotor activity after a local induction of toxic demyelination in the brainstem
of Wistar rats

ABSTRACT - Ethidium-bromide (EB) - induced lesions have been used to investigate the incompleteremye-
lination in the central nervous system, as well as to evaluate therapeutic strategies to accelerate the
reconstruction of the lost myelin sheaths. Although many electrophysiologic studies were performed in
situations of experimental demyelination and remyelination, their behavioural effects have not been properly
analyzed. In this study, we investigated ultrastructurally the EB - demyelinating lesions as well as the locomotor
activity of rats during the beam walking test after a focal induction of demyelination using the EB model
in the ventral surface of the brainstem. It was observed the occurrence of locomotor deficits until 31 days
post-injection, as well as that subsequent remyelination was related to thereturn of the lost function.
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Diversos estudos acerca da desmielinizacdo e da
remielinizacdo no sistema nervos central (SNC) tém
sido empreendidos baseados no emprego do bro-
meto de etidio (BE), uma droga intercalante gliotoxi-
ca’ . Neste modelo, observa-se o desaparecimento
oligodendroglial e astrocitario, com consequente
perda primaria das bainhas de mielina, bem como
ruptura da membrana limitante glial e da barreira
hematoencefalica. A auséncia dos processos astrocita-
rios em muitas areas de lesdo induzida pelo BE per-
mite a entrada de linfécitos, de células meningeas

infiltrantes e de células de Schwann, as ultimas aca-
bando por contribuir para o reparo mielinico cen-
tral®'. A remieliniza¢do das lesdes desmielinizantes
tem sido obtida com sucesso através da transplanta-
¢do de células gliais'™ %, sugerindo a possibilidade de
reparo das lesdes observadas em doengas como a
esclerose multipla dos seres humanos e a cinomose
dos cdes com o uso de enxertos de células mielinogé-
nicas. No entanto, antes que sua aplicagao clinica
possa ser contemplada, as conseqiiéncias funcionais
da desmielinizacdo e da remielinizacdo espontanea
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ou induzida mediante transplantes gliais deve ser
investigada em modelos experimentais. O teste da
travessia da passarela (beam walking test) foi previa-
mente utilizado para detectar déficits motores em
ratos injetados com BE no funiculo dorsal da medula
espinhal cervical’, revelando nos animais que recebe-
ram o gliotéxico uma diminuicdo da seguranca na
colocacdo das patas ao atravessarem a referida passa-
rela, o que nao foi mais observado na quinta semana
pos-injecdo. Os animais injetados com salina exibiam
déficits minimos e rdpida recupera¢do quanto a habi-
lidade de atravessarem a passarela. Quando impedi-
dos de apresentaremreparodas bainhas de mielina
perdidas pela irradiacdo das lesdes com 40 Gy de raio
X, foi observada a incapacidade de os animais recupe-
rarem a func¢do perdida.

Muito embora sejam bastante conhecidos os efe-
itos ultra-estruturais da injecdo experimental do BE
no tronco encefalico, com descricdo morfoldgica de-
talhada do processo de perda e reparodas bainhas
de mielina, o conhecimento exato da reperaussdo da
desmielinizacdo por ele induzida sobre a atividade
motora dos animais permanece obscuro. Nesse sen-
tido, é de fundamental importancia o estabelecimen-
to de um teste adequado para a deteccdo de possiveis
déficits motores para o modelo no tronco encefalico,
servindo como base para estudos futuros e para a
avaliacdo precisa da eficacia de estratégias terapéu-
ticas que visem a reabilitacdo de individuos portado-
res de areas desmielinizadas no SNC. A busca de tera-
pias que minimizem os sinais clinicos associados a
p erda mielinica requer o desenvolvimento de mode-
los experimentais que mimetizem as condi¢des des-
mielinizantes de ocorréncia natural e a avaliagdo com-
p o rtamental e clinica minuciosa das deficiéncias de-
sencadeadas.

O presente estudo teve como objetivo, assim, in-
vestigar a adequacgdo do teste de travessia da passa-
rela’ para a detec¢do de possiveis déficits locomotores
mediante injecdo do agente desmielinizante BE na
cistema basal do tronco encefalico de ratosWistar,
comparando os resultados encontrados com aqueles
obtidos de ratos injetados no mesmo local com solu-
¢do salina a 0,9%. Pretendeu-se ainda observar a evo-
lucdo das provaveis perdas motoras ao longo de di-
ferentes periodos pos-injecdo, a fim de se determinar
se existe recuperacdo funcional significativa no pe-
riodo analisado.

METODO
Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos, de 3 meses
de idade ao inicio do experimento. Tais animais foram trei-

nados para atravessarem uma trave elevada de 2 metros
de comprimento e 18 mm de largura, conforme descrita
por Jefferye Blakemore?, tendo nos dois extremos plata-
formas de 10 x 10 cm. O treinamento foi feito mediante
uso de recompensa nas duas extremidades, sempre que os
animais realizavam a tarefa proposta. A por¢ao central de
1 m da trave foi medida e seus limites marcados. Cada ani-
mal foi treinado individualmente por 5 minutos/dia durante
10 dias, estando o treinamento completo quando cada rato
fosse capaz de percorrer com seguranca duas vezes a trave
elevada nos dois sentidos (ida e volta), sem paradas no meio
do caminho e com um minimo de erros. No décimo dia, fo-
ram registradas as travessias (Travessia 1 - ida e volta / Tra-
vessia 2 - ida e volta), por observacdo direta e filmagem,
entreoslimites da porcdo central da trave por 3 observa-
dores, com atribuicdo para cada passo dado pelo animal
dos seguintes escores’: 0 = normal: patas posteriores posi-
cionadas totalmente sobre superficie superior da trave, sem
escorregar; 1 = erros menores: presenca de escorregoes li-
geircs de parte da pata posterior entre as superficies supe-
rior e inferior da trave; 2 = erros maiores: presenca de es-
comegdes da pata posterior, ultrapassando a superficie ven-
tral da trave.

Cada avaliador atribuiu, entdo, para cada rato em par-
ticular, um escore por passo, relativo a habilidade do animal
de realizar a travessia, levando-se em considerag¢éo a pre-
cisdo dos movimentos realizados pelo membro posterior
no lado de observacdo e podendo-se, assim, analisar ambos
os membros na dupla travessia.

No dia seguinte ao ultimo treinamento, os animais fo-
ram aleatoriamente divididos em 2 grupos - grupo E (n=12),
compreendendo ratos que seriam injetados com BE a 0,1%,
e grupo C (n=8), envolvendo os que receberiam solucao sa-
lina a 0,9%. Foram anestesiados pela administracdo intra-
peritoneal de uma mistura anestésica de 5:1 de cloridrato
de quetamina (Ketalar®) e cloridrato de xilazina (Rompun®),
respectivamente, na dose de 0,1 mL por 100 g de peso cor-
poral. Apos tricotom iadaregidofronto-parieto-occipital
do cranio, foi realizada anti-sepsia cutanea com solugao de
iodo a 2% e, a seguir, efetuou-se uma incisdao de aproxi-
madamente 5 mm na pele do cranio, a aproximadamente
1 cm distal e perpendicular a linha supra-orbital, com ex-
posicdo e remocao de parte do tecido subcutaneo. Com au-
xilio de um motor de teto, de uso odontoldgico, e de uma
broca de numero 2, foi feito um orificio na calota éssea a
0,85 cm postero-diagonalmente e a direita do bregma até
a exposicdo da dura-méter. Dez micro | i t ros de solu¢do de
BE a 0,1% em salina a 0,9% estéril foram injetados na cis-
terma basal de animais do grupo E, enquanto que o mesmo
volume de solucao salina a 0,9% foi injetado em animais
do grupo C. Para tal, utilizou-se uma seringa de Hamilton
de 10 ul, com agulha removivel de calibre 26s, introduzida
no orificio previamente feito, numa posicdo perpendicular
ao plano da superficie 6ssea da calota craniana e em dire¢do
a base do cranio. Ao se atingir com a ponta da agulha a
base craniana, injetou-se a solucéo, esperando-se cerca de
10 segundos para a retirada da agulha e com isso perm i-
tindo melhor difusdo do liquido pelo sistema cisternal de
forma a banhar a ponte.

A pele foi suturada com fio de nailon agulhado 4.0, uti-
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lizando-se pontos simples descontinuos. Os anim ais rece-
beram 2,2 mg/kg de cetoprofeno (Ketofen®) por via sub-
cutanea para analgesia pos-operatéria e, a seguir, foram
colocados em caixa contendo maravalha esterilizada por
autoclavagem (130°C por 20 minutos) e trocada 3 vezes por
semana, sendo periodicamente inspecionados para avalia-
¢do clinica geral pos-operatéria.

Os ratos injetados com EB e salina foram marcados e
misturados, a fim de garantir que o tipo de inje¢do recebida
por cada animal fosse desconhecida para os observadores,
sendo entdo tomados de forma aleatéria para a execucdo
do teste de avaliagdo motora.

Trés avaliadores foram posicionados do mesmo lado da
trave para analisarem a dupla travessia dos animais nos li-
mites considerados de observac¢do e de acordo com os es-
corespreviamente mencionados. A observacdo foi feita e
filmada aos 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31 e 35 dias pds-cirurgia.
Em cada periodo avaliado, o observador atribuiu um escore
por passo efetuado nas duas travessias completas (duas idas
e duas voltas), sendo posteriormente confeccionadas fichas
de registro para cada animal analisado.

Com base nas observacdes efetuadas dos 3 aos 35 dias
pos-injecdo de BE ou de salina, foram considerados os se-
guintes parametros do comportamento motor dos animais
de ambos os grupos:

— Média do numero de passos (MNP), na qual tomou-
se a somatéria do numero de passos de cada animal por
sessdo e calculou-se a média do numero de passos dos
animais do grupo por sessao;

— Meédia do total de escores (TE), na qual os escores de
cada animal foram somados em cada sessdo e foi calculada
a média do total de escores do grupo por sessdo;

— Média do total de escores / nUmero total de passos

(EP), na qual tomou-se o numero total de escores de cada
animal e dividiu-se pelo respectivo numero total de passos
por sessdo. A partir destes dados, calculou-se a relagao
numero total de passos versus total de escores de cada
grupo por sessao.

A seguir, foi realizada analise estatistica pelo teste de
duas médias com intervalo de confianca de 0,05 (z critico
= 1,645) dentro do grupo E (experimental) e C (controle)
para todos os parametros da atividade motora (MNP, TE,
EP), nos diferentes periodos avaliados em relagdo a sessdo
pré-cirurgia, assim como entre os 2 grupos considerados.

Finalmente, realizou-se o processamento das amostras
do tronco encefalico, colhidas aos 35 dias pos-injecdo de
BE ou salina para observag¢do das lesées induzidas por mi-
croscopia de luz e eletrénica de transmissdo, a fim de se
certificar que todos os animais utilizados em nosso estudo
tenham recebido a respectiva injecdo no local apropriado
e, assim, descartando-se qualquer animal que apresentasse
leséo adicional em area originalmente ndo-prevista. A fim
de se obter adequada preservacdo do tecido nervoso, os
animais utilizados no experimento foram perfundidos aos
35 dias pos-injecdo de BE ou salina, utilizando-se solucédo
de glutaraldeido a 4% em tampéo fosfato de Sorensen 0,1
M (pH 7,2-7,4) por via intracardiaca. Fragmentos do tronco
encefalico (ponte, mesencéfalo e corpo trapezoide) foram
colhidos e poés-fixados com tetréxido de 6smio a 1%, desi-
dratados em série decrescente de acetonas e incluidos em
Araldite 502, apds estagios transicionais em acetona. Cortes
semifinos foram feitos e corados com azul de toluidina a
0,25%. Cortes ultrafinos de areas selecionadas foram obti-
dos, corados com acetato de uranila a 2% e citrato de chum-
bo e examinados com microscopio eletrénico de transmis-
sao Phillips EM-201.

Fig 1. Axénios (r) em processo inicial de remielinizacdo por oligodendrdcitos, junto a processos
astracitdrios (cabeca de seta). 35 dias pés-injecdo de BE. Micrografia eletrénica. Barra =1 um.
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Fig 2. Célula de Schwann (S) em adiantado estado de remielinizagdo, em meio a axénios
desmielinizados (d) e macréfagos ativados (m). 35 dias pds-injecdo de BE. Micrografia
eletrénica. Barra = 1 um.

RESULTADOS

Foram registrados os escores de 12 animais do
grupo E e 8 do grupo C. Os resultados foram obtidos
mediante observacdo das fitas de filmagem, uma vez
que os 3 observadores consideraram bastante dificil
a atribuicdo de escores apenas pela observacado direta
das travessias, dada a rapidez de movimentos de
alguns animais.

A microscopia de luz, as lesées induzidas pelo BE
aos 35 dias apresentaram extensao variavel ao longo
da ponte, onde as vezes chegavam a comprometer
1/3 dela ventralmente, em proximidade as meninges.
Quanto aos animais injetados com salina, em apenas
2 (de 8 analisados) foram identificadas diminutas le-
sGes pontinas aos 35 dias pos-injecao, resultantes do
trauma da injecao.

A maior extensao das lesdes nos animais injetados
com BE foi atribuida a acdo gliotoxica da droga, com
inducdo de desmielinizacdo primaria nos feixes ner-
vosos pontinos. Nos animais analisados de ambos os
g rupos, ndo houve qualquer evidéncia de lesdo em
areas nao previstas originalmente no projeto, tais co-
mo cerebelo e mesencéfalo. Os aspectos ultra-estru-
turais das lesdes induzidas pela administra¢do de BE
ou salina no tronco encefélico aos 35 dias pds-injecdo
foram documentados pela obtencdo de miaografias
eletrénicas. O estudo ultra-estrutural revelou, em
apenas 1 dos animais injetados com solucéo salina,

leve edema periaxonal, sem, no entanto, qualquer
evidéncia de perda de células da macréglia e desmie-
linizacdo primaria e/ou secundaria. Nos animais in-
jetados com BE, foi possivel identificar distintos as-
pectos da lesdo em relagdo a sua topografia (central
e periférica) aos 35 dias pds-injecdo, bem como a res-
pectiva localizacdo do processo remielinizante exe-
cutado pelas células mielinogénicas. O reparo foi visto
sob a forma de duas distintas areas de remielinizacdo,
uma por oligodendrodcitos e exibindo finas bainhas
ao redor dos axonios (Fig 1), com freqliente presenca
de processos astrocitarios hipertroficos; outraremie-
linizada por células de Schwann invasivas, em estagios
iniciais de associacdo com axdénios ainda desprovidos
de mielina ou ja em adiantado processo de recons
t rucdo das bainhas (Fig 2). As células de Schwann si-
tuavam-se em areas de espaco extracelular expandi-
do, onde ainda persistiam restos mielinicos, alguns
axonios ainda desmielinizados e macréfagos conten-
do mielina em diferentes estagios de degradacao,
desde a visualizacdo de lamelas até globulos de gor-
dura neutra.

Na area central da lesdo, persistiam axénios des-
nudos, isoladamente ou em grupos, entremeados
com redes desorganizadas de membranas derivadas
de mielina e muitos macréfagos ativados (Fig 3).

Foi realizada andlise estatistica pelo teste de duas
médias com intervalo de confianca de 0,05 (z critico
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Fig 3. Detalhe da drea central da lesdo contendo macréfagos em distintos estdgios de
degradac¢do mielinica. 35 dias pds-injecdo de BE. Micrografia eletrénica. Barra = 1 um.

Tabela 1. Efeitos da injec¢do intracisternal do gliotdxico BE na atividade motora
de ratos observados na trave elevada por 35 dias.

Sessoes MNP TE EP
Pré-cirurgia 26,58 + 0,51 4,91 + 1,50 0,18 + 0,05
3 20,67 + 2,81* 21,66 + 4,45* 0,99 +0,12*
7 18,83 + 3,09* 20,37 + 3,64* 1,21 +£0,12*
1 24,58 + 2,24* 12,19 + 1,58* 0,61 +0,13*
15 25,83 + 2,82 10,59 + 1,70* 0,53 +0,14*
19 26,00 + 2,17 10,46 £ 0,91* 0,56 + 0,07+
23 27,33+ 1,30 9,21 + 1,13* 0,34 + 0,05*
27 26,10 + 2,47 7,95 + 1,30* 0,44 +0,14*
31 25,17 £ 2,24 9,87 + 1,93* 0,53 +0,15*
35 25,67 + 2,48 529 + 1,53 0,52 +0,15*

* P< 0,05 em relacdo a sessdo pré-cirurgia. MNP, média do numero de passos; TE, média

do total de escores; EP, média do total de escores / nimero total de passos.

= 1,645) dentro do grupo E (injetado com BE) e C (in-
jetado com salina) para todos os parametros da ati-
vidade motora (MNP, TE, EP), nos diferentes perio-
dos avaliados em rela¢do a sessao pré-ciru rgia, assim
como entre os 2 grupos considerados.

Os resultados observados nos grupos E e C sdo
apresentados, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2. A
Tabela 3 compara os resultados encontrados para os
3 parametros motores, dos 3 aos 35 dias pds-injecdo
intracisternal, entre os grupos E e C.

Nos animais injetados com BE, observou-se que,
em relacdo a sessdo pré-ciru rgia, o parametro MNP
foi significantemente menor dos 3 aos 11 dias; a TE,
maior dos 3 aos 31 dias; e a EP, maior dos 3 aos 35
dias pos-injecao.

Ja nos animais injetados com salina, constatou-se
que o parametro MNP foi estatisticamente menor
aos 11 dias e maior dos 19 aos 31 dias em rela¢do a
sessdo pré-cirurgia. Por outro lado, a TE foi signifi-
cantemente maior dos 3 aos 11 dias e a EP, maior dos
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Tabela 2. Efeitos da injeg¢do intracisternal de solucdo salina na atividade motora
de ratos observados na trave elevada por 35 dias.

Sessoes MNP TE EP
Pré-cirurgia 27,50 £ 0,46 4,88 + 0,25 0,18 £ 0,01
3 27,50+ 0,16 17,09 + 0,64* 0,61 +0,02*
7 27,63 +0,18 11,54 + 0,88* 0,41 +0,03*
1 26,88 + 0,58~ 5,76 £ 0,41* 0,21 + 0,02*
15 27,88 £ 0,51 4,81 +0,20 0,17 £ 0,01*
19 29,13 + 0,64* 541+0,42 0,19 £ 0,02
23 28,25 +0,16* 4,41 +£0,35 0,15 +0,01*
27 29,38 + 0,38* 3,59+0,17 0,12 +0,01*
31 28,13 + 0,40* 514 £ 0,67 0,18 £ 0,02
35 27,75+ 0,41 5,10 £ 0,68 0,18 £ 0,02

Tabela 3. Comparacdo entre as observacées relativas aos pardmetros motores no grupo E (experimental) em

* P< 0,05 em relacdo a sessdo pré-cirurgia. MNP, média do numero de passos; TE, média
do total de escores; EP, média do total de escores / nimero de total de passos.

relacdo ao C (controle) durante a travessia da trave elevada por 35 dias.

Sessoes MNP TE EP
Grupo E Grupo C Grupo E Grupo C Grupo E Grupo C

Pré-cirurgia 26,58 + 0,51 27,5+ 0,46 4,91 +1,50 4,88 + 0,25 0,38 + 0,05 0,18 £ 0,01
3 20,67 + 2,81* 27,50+0,16 21,66 +4,45* 17,09+0,64 0,99+0,12* 0,61+0,02
7 18,83 + 3,09* 27,63+0,18 20,37 +3,64* 11,54+0,88 1,21+0,12* 0,41+0,03
1 24,58 + 2,24* 26,88+ 0,58 12,19 + 1,58* 5,76 + 0,41 0,61+0,13* 0,21 +0,02
15 25,83 + 2,82* 27,88 + 0,51 10,59 + 1,70* 4,81 +0,20 0,53+0,14* 0,17 0,01
19 26,00 + 2,17* 29,13+0,64 10,46 +0,91* 541+0,42 0,56 +0,07* 0,19 +0,02
23 27,33 + 1,30* 28,25+ 0,16 9,21 + 1,13* 4,41 +0,35 0,34+0,05* 0,15+0,01
27 26,10 £ 2,47* 29,38 £ 0,38 7,95 = 1,30* 3,59 +0,17 0,44 £ 0,14* 0,12 £ 0,01
31 25,17 + 2,24* 28,13+ 0,40 9,87 = 1,93* 5,14 £ 0,67 0,53 £0,15* 0,18 £ 0,02
35 25,67 + 2,48* 27,75 + 0,41 529 + 1,53 5,10 + 0,68 0,52 +0,15* 0,18 +0,02
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* P< 0,05 emrelagdo ao grupo controle (C). MNP, média do nimero de passos; TE, média do total de escores; EP, média do total

de escores / nUmero de total de passos.

3 aos 11 dias e menor no 15°, 23° e 27° dias em rela-
¢do a pré-cirurgia.

Pelo teste de duas médias, observou-se diferenca
significante entre as MNPs dos 2 grupos, sendo sem-
pre maior no C em relagdo ao grupo E, com exce¢ado
das sessOes pré-cirurgia.

Com relagéo a TE, verificou-se que os totais de er-
ros cometidos durante a travessia foram significan-
temente maiores nos animais injetados com BE que
nos com salina, excetuando-se na sessdo pré-cirargica
e aos 35 dias de observacdo.

Por fim, o pardmetro EP apresentou resultados
significantemente maiores no grupo E dos 3 aos 35
dias pds-injecdo intracisternal de BE, em comparacado
aqueles verificados nos animais do grupo C.

DISCUSSAO

No presente estudo, o BE foi selecionado como
agente desmielinizante, uma vez que sua a¢do é re-
t a rdada emrelacdo ao momento da inje¢ao, perm i-
tindo, portanto, clara separagdo entre os efeitos do
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trauma inerente ao procedimento cirdrgico de aces-
so ao SNC e os efeitos da perda mielinica isoladamente.
Sabe-se que tal agente mostra-se capaz de exercer seus
efeitos gliotoxicos sobre oligodendrécitos e astrécitos
preferencialmente dos 3 aos 7 dias pds-injecdo, com
consequente desmielinizacdo e ruptura da membrana
limitante glial e da barreira hematoencefalica®4.

Os resultados sugerem que, muito embora o pro-
cedimento cirargico de injecdo intracisternal tenha
sido capaz de prejudicar o desempenho motor dos 3
aos 11 dias poés-cirurgia (como evidenciado quanto
ao parametro TE) nos ratos injetados com salina, a
injecdo do gliotdxico re presentou um prejuizo adi-
cional na atividade motora de travessia da trave ele-
vada nos animais do grupo E dos 3 aos 31 dias, ao se
comparar os 2 grupos quanto aos valores de TE por
periodo ou sessdao considerada.

A observacdo de prejuizo motor nos animais do
grupo E até os 31 dias, mas ndo mais aos 35 dias, é
consistente com os achados ultra-estruturais de tra-
balhos anteriores®'%, que mostram progressiva re-
ducdo da resposta inflamatéria induzida pelo glio-
toxico a partir do 11° dia e o inicio de um processo
remielinizante crescente efetuado por oligoden-
drécitos sobreviventes e por células de Schwann in-
vasivas a partir do 15° dia p6és-injecdo. Os achados ul-
tra-estruturais descritos no presente trabalho mos-
tram claramente a existéncia de tentativas de reparo
mielinico na periferia das lesées induzidas pelo BE,
apesar da presenca de muitos axénios ainda desmie-
linizados na area central delas. Esta remielinizacdo
ainda incompleta aos 35 dias mostrou-se ja eficiente
no sentido de recuperar a habilidade motora dos ani-
mais de atravessar a trave elevada com um nimero
de erros similar ao do periodo pré-lesional.

A média do numero de passos foi significante-
mente menor dos 3 aos 11 dias pés-inje¢do do glio-
téxico, provavelmente pela dificuldade de locomocdo
e pela falta de seguranca nos passos que os animais
experimentavam durante a travessia, como resultado
da perda oligodendroglial e, conseqiientemente, mie-
linica induzida pelo BE neste periodo. Por sua vez,
o aumento da MNP nos animais do grupo C requer
um estudo mais detalhado para que possa ser melhor
compreendido, podendo talvez ser atribuido a uma
facilitacdo motora decorrente de um processo de
aprendizado. Como verificado em estudos prévios®
19, a lesdo induzida pelo trauma cirurgico e pela inje-
¢do da solucdo salina mostrou-se minima, sem evi-
déncia de perda de células da neuréglia e de perda
mielinica.

Observou-se também que a MNP nos animais do
grupo E foi sempre significantemente inferior da-
quela encontrada no grupo C para cada periodo ana-
lisado.

Os resultados da evolucdo da média do total de
escores / numero de total de passos, embora sempre
significantemente superiores nos animais injetados
com BE em relacdo aqueles injetados com salina, mos-
tram-se de interpretacdo mais complexa, ja que em-
butem as alteracdes observadas nos parametros MNP
e TE em cada periodo analisado.

A presente investigacdo permite comprovar a exis-
téncia de um claro prejuizo motor determinado pelas
lesdes desmielinizantes induzidas pelo BE, mostrando
que o teste da travessia da passare | a’ se mostra bas-
tante adequado para a deteccdo dos déficits motores
gerados pelo gliotéxico no tronco encefalico, ao mes-
mo tempo que permite correlacionar o processo re-
mielinizante subseqliente com a aparente recupera
¢ao funcional demonstrada a partir dos 31 dias.

A semelhanca dos resultados de Bondan e col.2?,
a remielinizacdo por células de Schwann, embora
p resente em areas subpiais e perivasculares como en-
contrado na medula espinhal* e no tronco encefali-
co', ndo se mostrou aos 35 dias confinada a tais locais,
sugerindo nao haver topografia especifica de fibras
nenosas remielinizadas por oligodendrécitos ou por
células de Schwann, a ndo ser pela constatacao de
que as Ultimas estavam presentes em locais de espaco
extracelular aumentado, o que facilitaria sua infil-
tracdo e movimentacgdo a partir do sistema nervoso
periferico SNP. Ainda, ao contrario do constatado na
medula espinhal® a remielinizacdo de origem oligo-
dendroglial mostrou-se quantitativamente mais im-
p o riante no tronco encefalico aos 35 dias pds-injecdo
do BE do que a efetuada por células de Schwann,
conformeja descrito por Yajima e Suzuki', Reynolds
e Wilkin® e por Bondan e cols®', ocorrendo na peri-
feria da area lesada, onde havia diminuicdo do abun-
dante infiltrado macrofagico observado no centro
lesional.

A constatacdo da maior velocidade deproducéo
de mielina pelas células de Schwann em relacdo a dos
oligodendrocitos, bem como a vigorosa reacao as-
t rocitaria marginal foram também descritas em tra-
balhos anteriores envolvendo o gliotdxico'810, Nesta
reagdo, os processos astrocitarios mostraram-se espes-
sados e preenchidos por abundantes e uniformes fei-
xes de filamentos gliais, além de apresentarem-se dis-
postos por entre axonios preservados, remielinizados
ou ndo, em padrdo sugestivo de gliose isomoérfica.
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Dessa forma, o teste da travessia da trave elevada
mostrou-se capaz de demonstrar a geracdo de déficits
locomotores decorrentes do processo desmielinizante
acanetado pelo BE, sobrepondo-se ao prejuizo motor
deteminado pelo simples trauma cirurgico de acesso
ao SNC. O estudo permitiu ainda constatar que existe
uma recuperagdo progressiva da funcdo motora a
medida que se desenvolve o processo de remielini
zacdo efetuado pelos oligodendrécitos sobreviventes
e pelas células de Schwann invasivas nas margens do
foco de lesdo induzido pelo BE.

Embora déficits comportamentais tenham sido
mensurados em animais afetados por encefalomielite
alérgica experimental (EAE), sabe-se que os efeitos
encontrados nesta doenca sdo atribuiveis ndo apenas
a desmielinizacdo, mas também a inflamacdo'’. Dessa
forma, é importante a descricdo de um modelo mais
p reciso de avaliacdo das conseqUiéncias funcionais da
perda mielinica primdria, envolvendo uma zona des-
mielinizada mais claramente delimitada, como aquela
induzida pela injecdo local de BE.

Os efeitos funcionais de uma zona localizada de
desmielinizacdo e remielinizacdo podem ser poten-
cialmente detectados pela mensura¢do de parametros
eletrdfisioldgicos e comportamentais. A avaliagio ele-
trofisioldgica da conducdo central durante desmieli-
nizacdo induzida pela lisolecitina e posteriorremie-
linizacdo do funiculo dorsal da medula espinhal do
gato forneceu clara evidéncia de que o bloqueio de
conducdo ocorre durante a perda mielinica e que de-
saparee com o reparoespontaneo subseqiente’ ",

A remielinizacdo central por células de Schwann
tem mostrado ser eficaz no restauroda funcao, de
forma idéntica aquela efetuada por oligodendrocitos
na lesdo desmielinizante induzida pela lisolecitina®.
Recentemente, transplantes gliais em ratos mielino-
deficientes revelaram melhorar a velocidade de con-
ducado a valores aproximados aos de ratosnormais'
e transplantes envolvendo células de Schwann pude-
ram restabelecer a condug¢do normal a axénios pre-
viamente desmielinizados com BE'S. Em contraste, os
efeitos comportamentais de zonas de desmielinizagdo
e remielinizacdo em sujeitos experimentais tém re-
cebido pouca atencdo, embora os sinais clinicos de
inumeras doencas desmielinizantes sejam sempre
atribuidos a perda mielinica de axénios centrais. Nesse
contexto, é importante que os efeitos motores da
perda e reparo mielinico sejam investigados, uma vez
que a demonstracdo de que a integridade eletrofisio-

logica foi recuperada ndo necessariamente implica
que a funcdo motora normal ird retornar.
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