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ESTUDO ULTRA-ESTRUTURAL DO PROCESSO
REMIELINIZANTE POS-INJECAO DE BROMETO
DE ETiDIO NO TRONCO ENCEFALICO DE RATOS
IMUNOSSUPRIMIDOS COM DEXAMETASONA

Eduardo Fernandes Bondan’, Maria Anete Lallo’?, Erika Infante BaZz’,
Idércio Luis Sinhorini?>, Dominguita Luhers Graca*

RESUMO - Linfécitos estao presentes nas lesdes desmielinizantes induzidas pelo brometo de etidio (BE) no
sistema nervoso central (SNC) e a possibilidade de sua participacdo em eventuais respostas imunomediadas
as bainhas de mielina desprendidas ndo pode ser descartada. Este estudo objetivou investigar as consequiéncias
da imunossupressdao com dexametasona no reparo do SNC apo6s injecdo local de BE. Ratos Wistar adultos
receberam 10 microlitros de solugdo de BE a 0,1% na cisterna pontis. Alguns destes foram tratados intra-
peritonealmente com dexametasona (3 mg/kg/dia, grupo |, n=15) durante o periodo experimental; outros
nédo foram imunossuprimidos (grupo Il, n=15). Animais de ambos os grupos foram perfundidos com solu¢éo
fixadora de glutaraldeido a 4% aos 7,11,15,21 e 31 dias p6s-injecdo de BE. Fragmentos do tronco encefalico
foram colhidos e processados para estudos de microscopia eletrénica de transmissao. Os ratos do grupo |
apresentaram maiores quantidades de membranas derivadas de mielina que os ndo-imunossuprimidos (grupo
I1), sugerindo um atraso na atividade macrofégica de retirada dos restos mielinicos. Raros linfocitos foram
encontrados. A atividade remielinizante oligodendroglial também mostrou um padrao retardado, com claro
predominio de axénios desmielinizados.

PALAVRAS-CHAVE: brometo de etidio, dexametasona, imunossupressdo, ratos, remielinizacdo, sistema
nervoso central.

Ultrastructural study of the remyelinating process following local ethidium bromide injection
in the brainstem of dexamethasone-immunosuppressed rats

ABSTRACT - Lymphocytes are present within ethidium-bromide (EB)-demyelinated lesions in the central
nervous system (CNS) and the possibility of its participation in accidental immune-mediated responses to
the detached myelin sheaths can not be ruled out. This study aimed to investigate the consequences of
immunosuppression with dexamethasone in CNS repair after local EB injection. Adult Wistar rats received
10 microlitres of 0.1% EB solution into the cisterna pontis. Some were treated intraperitoneally with
dexamethasone (3 mg/kg/day, group I, n=15) during the experimental period; others were not immuno-
suppressed (group Il, n=15). Animals from both groups were perfused with 4% glutharaldehyde at 7,11,15,21
and 31 days following EB injection. Brainstem slices were collected and processed for transmission electron
microscopy studies. Rats from group | showed greater amounts of myelin-derived membranes than non-
immunosuppressed rats (group I1), suggesting a delay in the macrophagic activity of removing myelin debris.
Rare lymphocytes were found. Oligodendrocyte remyelinating activity also showed a delayed pattern, with
clear predominance of naked axons.

KEY WORDS: ethidium bromide, dexamethasone, immunosuppression, rats, remyelination, central nervous system.

Acredita-se que a falta de remieliniza¢do com-
pleta em algumas doencas desmielinizantes do sis-
tema nervoso central (SNC) possa ocorrer devido
a presenca de fatores inibidores que evitam a ex-
pressao plena do reparo mielinico ou pela auséncia

de fatores requeridos para a reconstrucdo das bai-
nhas perdidas’. Estas hipdteses levam a crenca de
gque, uma vez identificados tais fatores, a rapida
intervencao, tanto para estimular aqueles elemen-
tos que conduzem a remielinizagdo como tam-
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bém para remover aqueles que sdo inibidores desse
reparo, representara a chave para a manipulagdo
terapéutica das doencas desmielinizantes’. Nesse
sentido, diversos estudos tém sido desenvolvidos
a partir de modelos experimentais, visando iden-
tificar fatores, drogas e procedimentos capazes
de, direta ou indiretamente, influenciar de alguma
forma a biologia do processo de desmieliniza¢ao
e remielinizacdo no SNC. Um achado importante
no modelo desmielinizante do brometo de etidio
(BE)*° foi a constatacdo de que, na maioria das le-
sOes entre 3 e 31 dias pos-injecdo do gliotdxico, os
linfocitos estavam presentes, contactando macroé-
fagos carregados de mielina ou as préprias bainhas
em degeneracao®. A razao da presenca linfocitaria
permanece desconhecida, podendo ser explicada
simplesmente como parte da resposta inflamatoria
geral induzida no tecido pela droga; ou como par-
ticipe do reconhecimento antigénico de fra¢des
mielinicas antes mascaradas e agora expressas pelo
desprendimento das lamelas pés-injecao do glioto-
xico; ou, por fim, exercendo algum papel efetor
em possiveis respostas imunomediadas a quebra
das bainhas de mielina®.

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas
capazes de inibir a desmielinizacdo e/ou acelerar
a remieliniza¢do tem recebido especial atenc¢ao
na pesquisa em progresso a respeito das doencgas
desmielinizantes, uma vez que a maioria dos trata-
mentos utilizados na atualidade sdao desenvolvidos
visando suprimir componentes patogénicos hipote-
tizados, como o sistema imune, e sdo apenas paliati-
vos. Como agentes imunossupressores e antiinfla-
matoérios sdo comumente empregados de forma
inespecifica no seu tratamento, torna-se de funda-
mental importancia estabelecer de forma precisa
os efeitos particulares das drogas utilizadas na ro-
tina clinica neuroldgica sobre a biologia do processo
desmielinizante e remielinizante do SNC.

Partindo de estudos que permitiram estabe-
lecer a influéncia de imunossupressores como a ci-
clofosfamida e a ciclosporina sobre o processo de
remielinizacdo poés-injecdo do BE'*"?, torna-se im-
portante estudar como outras drogas moduladoras
da funcdo imune, tais como o esteréide antiinfla-
matério dexametasona (Dx), comumente empre-
gado na clinica neuroldgica, afetaria a perda e res-
tauro das bainhas de mielina nesse modelo. Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivo in-
vestigar morfologicamente os eventos celulares
envolvidos na tentativa de interferéncia farmaco-
I6gica com a Dx no processo de desmielinizacao-
remieliniza¢do do tronco encefalico de ratos Wistar

submetidos ao modelo experimental do BE, compa-
rando-se os resultados obtidos com aqueles obser-
vados em animais ndo-tratados.

METODO

Foram utilizados 35 ratos Wistar, machos, de 4 a 6
meses de idade ao inicio do experimento, mantidos em
caixas com maravalha esterilizada por autoclavagem
(130°C por 20 minutos) e trocada 3 vezes por semana.
Receberam ad libitum dgua e racdo peletizada também
esterilizadas. Destes, 30 animais receberam diariamente,
durante todo periodo experimental, 3 mg/kg de dexa-
metasona (Dx - via intraperitoneal).

Os ratos foram divididos em 3 grupos - | (n=15), com-
preendendo animais injetados na cisterna basal com
solucdo de BE a 0,1% e imunossuprimidos com Dx; Il
(n=15), de ratos igualmente injetados com BE e nao-
tratados com Dx (imunocompetentes); e lll (n=5), de
animais injetados com solugdo salina a 0,9% e tratados
com Dx.

Os animais foram anestesiados com quetamina e
xilazina (5:1, 0,1 ml/100g) e, com auxilio de um motor
de teto, de uso odontoldgico, e de broca de numero 2,
foi feito orificio na calota 6ssea a 0,85cm péstero-diago-
nalmente e a direita do bregma até a exposicdo da
duramater. Com o uso de uma seringa de Hamilton, de
agulha removivel de calibre 26s, introduzida numa posi-
¢do perpendicular ao plano da superficie éssea da calota
craniana até atingir a base do cranio, foram injetados
na cisterna pontis (basal), um alargamento do espago
subaracnoideo na superficie ventral da ponte, 10 pl (mi-
crolitros) de solu¢do de BE a 0,1% em salina a 0,9% nos
animais dos grupos | e Il e 0 mesmo volume de solucdo
salina nos ratos do grupo lll. Trés animais dos grupos |
e ll e um do grupo lll foram anestesiados e submetidos
a perfusdo intracardiaca com solu¢do de glutaraldeido
a 4% em tampaéo fosfato de Sorensen 0,1M (pH 7,4) em
cada um dos seguintes periodos poés-cirurgia- 7, 11, 15,
21 e 31 dias.

Fragmentos do tronco encefalico (ponte, mesencé-
falo e corpo trapezéide) foram colhidos e pés-fixados
com tetréxido de 6smio a 1%, desidratados em série de-
crescente de acetonas e incluidos em Araldite 502, apos
estagios transicionais em acetona. Cortes semifinos fo-
ram feitos e corados com azul de toluidina a 0,25%. Cor-
tes ultrafinos de areas selecionadas foram obtidos,
corados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo
e examinados com microscépio eletrénico de transmissao
Phillips EM-201.

RESULTADOS

Serdo descritos os achados morfolégicos relati-
vos aos animais imunossuprimidos com Dx que
receberam BE (grupo 1) e salina (grupo lll). Quanto
aos animais injetados com BE e ndo-imunossupri-
midos do grupo Il, observou-se que as lesdes indu-
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zidas se mostraram idénticas aquelas ja relatadas
em estudos anteriores’®'? envolvendo o gliotéxico
no tronco encefalico, sendo, portanto, aqui utiliza-
dos apenas para fins de comparacdo com as des-
cricdes morfolégicas relacionadas aos ratos tratados
com Dx.

Observag6es morfolégicas no grupo |

(injetados com BE e tratados com Dx)

A microscopia de luz, foram observadas aos 7
dias p6s-injecao do BE lesdes de extensao variavel
desde o mesencéfalo até o corpo trapezodide, porém
afetando predominantemente a superficie ventral
da ponte, proximo as meninges. Duas areas podiam
ser claramente visualizadas em relacdo a injecado
do BE - uma central e outra periférica. O centro da
lesdo exibia um espaco extracelular expandido,
preenchido por material floculento e macréfagos
ativados, bem como apresentando axénios desmie-
linizados, isolados ou aglutinados, alguns linfécitos
e algumas poucas fibras nervosas em degeneracao.
A microscopia eletrénica de transmissao, o material
floculento observado nos cortes semifinos foi carac-
terizado pela presenca de grandes quantidades
de membranas derivadas de mielina, entremean-
do axoénios desmielinizados e macréfagos em inten-
sa atividade fagocitica.

Aos 11 dias, a observacdo mais importante foi
a associacdo de algumas fibras nervosas a células
identificadas como células de Schwann, localiza-
das sobretudo, mas ndo exclusivamente, em areas
perivasculares e subpiais da periferia da lesao,
principalmente em areas de espaco extracelular au-
mentado e sempre destituidas de processos astro-
citarios. Na periferia da lesdo, foram notados al-
guns poucos oligodendrdcitos junto a axénios des-
mielinizados e préximos a processos astrocitarios,
as vezes hipertroéficos e ricos em feixes de filamen-
tos intermediarios. Poucos linfécitos foram encon-
trados, relacionados com restos de mielina e células
fagociticas, em localizagdo perivascular ou profunda
no neuroépilo.

Aos 15 dias, persistiam no centro da lesdo ax6-
nios desmielinizados entre profusas membranas de-
rivadas de mielina e macréfagos em atividade fa-
gocitica (Fig 1). Na periferia lesional, ja podiam ser
visualizados axénios dotados de finas bainhas de
mielina, formadas por oligodendrécitos (Fig 2A) ou
por células de Schwann, na dependéncia da pre-
senca ou ndo de processos astrocitarios associados.
As bainhas de origem oligodendroglial mostravam-
se ainda muito delgadas e dotadas de lamelas mal
compactadas. Por sua vez, as células de Schwann

apresentavam-se em fase mais avan¢ada de depo-
sicdo mielinica, ainda que algumas ainda estivessem
associadas com um ou varios axénios desmieliniza-
dos, num espaco extracelular expandido, no qual
eram visualizadas numerosas fibras colagenas (Fig
2B). Nao era possivel identificar o tipo de remieli-
nizacdo predominante, se por oligodendrécitos
ou por células de Schwann, embora se tenha nota-
do claramente que as Ultimas possuiam maior ra-
pidez de deposicdo de mielina do que as primei-
ras. No entanto, apesar da ocorréncia desse proces-
so remielinizante nos bordos da lesdo, ainda se ob-
servava o macico predominio de axénios desmie-
linizados. Processos astrocitarios ligeiramente tume-
feitos também podiam ser encontrados, envolven-
do axdnios desmielinizados, alguns poucos axénios
em degeneracédo e restos de mielina no espago ex-
tracelular. Adicionalmente, foram encontrados ca-
pilares neoformados e grupamentos, as vezes ex-
tensos, de células piais infiltrantes, mas ndo mais
linfocitos.

Em relacdo aos achados do 21° dia nos animais
imunocompetentes, aqueles tratados com Dx apre-
sentaram no mesmo periodo consideravel atraso
no processo de reparo da lesdo. A microscopia de
luz ja era possivel observar que os animais que ha-
viam recebido Dx exibiam maior persisténcia de ma-
terial finamente floculento no espaco extracelu-
lar amplamente distendido da area central. Além

Fig 1. Macrdfagos ativados (m), contendo mielina em diferen-

tes estagios de degradacdo (desde a visualizacdo de lamelas
recém fagocitadas até glébulos de gordura neutra), entre
axénios desmielinizados (d) e grande quantidade de membranas
derivadas de mielina no espaco extracelular (*). Centro lesional
aos 15 dias. Grupo I. Micrografia eletrénica. Barra = 2,2 um.
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Fig 2. A) Axdnios remielinizados por oligodendrdcitos (r)
proximos a processos astrocitarios (a) na periferia lesional. B)
Células de Schwann (s) em estagios iniciais de associacdo com
axénios desmielinizados (d) num espaco extracelular expandido
e repleto de fibras coldagenas (c). Lesdo de 15 dias. Grupo |.
Micrografias eletrénicas. A e B) Barra = 0,96 um.

disso, a proporc¢ao de axénios desmielinizados e de
células piais presentes mostrava-se acentuadamente
maior que nos animais injetados com BE e ndo-imu-
nossuprimidos. A remieliniza¢do de origem oligo-
dendroglial apresentava-se aparentemente menos
extensa e com bainhas mais finas do que aquela
encontrada no mesmo periodo em animais nao-tra-
tados. Ja com relacdo ao reparo mielinico feito por
células de Schwann, ndo foram notadas diferen-
cas significativas entre os animais de ambos os gru-
pos quanto a capacidade de restauro das bainhas
perdidas. As células de Schwann situavam-se em

Fig 3. A) Area contendo processos astrocitarios hipertrofiados
(a) junto a axénios remielinizados por oligodendrdcitos (r), ma-
créfago (m) contendo mielina em diferentes estdgios de de-
gradacédo e capilar neoformado (*). B) Células de Schwann em
adiantado estdgio de remielinizacdo. Lesdo de 31 dias. Grupo I.
Micrografias eletrénicas. A) Barra=2,2 um; B) Barra = 0,96 um.

areas de espaco extracelular expandido da periferia,
onde persistiam restos mielinicos e macréfagos.
Algumas ja exibiam adiantado estado de remie-
linizagdo; outras apresentavam longos processos
envolvendo varios axdnios ainda nus. As células
piais, presentes principalmente ao redor dos vasos
sangUineos, formavam conjuntos compactos de di-
mensdes variaveis, muitas vezes aprisionando em
cavidades axénios relacionados com células de
Schwann ou contactando macréfagos em atividade
fagocitaria. Estruturas de membrana semelhantes
a desmossomos apareciam entre células meningeas
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Fig 4. Cordées de células piais infiltrantes (P) entre célula de
Schwann (S) em processo de remieliniza¢do, macréfago ativado
(M) e capilar neoformado (*). Lesdo de 31 dias. Grupo I.
Micrografia eletrénica. Barra = 2,2 um.

adjacentes, algumas das quais mostravam indicios
de fagocitose de restos mielinicos. Linfécitos nao
foram mais encontrados.

Aos 31 dias pés-injecao do BE, o reparo das bai-
nhas perdidas foi identificado apenas na periferia,
enquanto a area central conservava a presenca de
macréfagos de citoplasma carregado com restos
mielinicos e enormes quantidades de membranas
derivadas de mielina. Foram ainda observados,
em localizagdo periférica, axénios dotados de del-
gadas bainhas de origem oligodendroglial (Fig 3A)
ou de bainhas mais espessas (Fig 3B) (e até exces-
sivas para o diametro axonal) produzidas por cé-
lulas de Schwann, ninhos ou corddes de células piais
(Fig 4), axonios desnudos agrupados ou separados
por processos astrocitarios, assim como células de
Schwann envolvendo varios axénios de pequeno
diametro. Oligodendrdcitos e processos astrocitarios
hipertréficos eram ainda visualizados em areas de
membranas derivadas de mielina persistentes.

Observagées morfoldgicas no grupo Il

(injetados com salina e tratados com Dx)

Dos 7 aos 15 dias pos-injecao de solucdo salina,
foram identificadas, a microscopia de luz, pequenas
lesdes de aspecto espongidtico na ponte, atribuidas
ao trajeto da agulha da seringa de Hamilton e a
deposicdo do volume de 10 microlitros na cisterna
basal. Os cortes ultrafinos revelaram discreta pre-
senca de macréfagos em atividade de retirada de
restos mielinicos no local, o qual mostrava espago

extracelular focal e levemente distendido, contendo
mielina na forma de lamelas desprendidas e até
como redes de membranas dela derivadas. Eram
ainda encontradas poucas fibras nervosas em de-
generac¢ao, bem como alguns axonios desprovidos
de mielina, embora sem identificar-se evidéncia de
perda de células da macréglia.

DISCUSSAO

Os eventos celulares do processo remielinizante
ap6s desmieliniza¢do induzida por BE tém sido
exaustivamente relatados no SNC%'2. De forma re-
sumida, pode-se dizer que o tratamento com Dx
pos-injecado do gliotdxico forneceu resultados quase
idénticos aqueles obtidos com o citotéxico ciclo-
fosfamida de estudo anterior'’, no qual evidenciou-
se atraso no reparo mielinico com remielinizacéo
oligodendroglial lentificada, claro predominio de
axénios desmielinizados, escassa neovascularizagao,
poucos linfocitos infiltrantes e presenca de enormes
quantidades de restos de mielina no centro da le-
sdo. A ciclofosfamida nao pareceu, entretanto, al-
terar o padrao de resposta astrocitaria, nem a ati-
vidade invasiva e remielinizante das células de
Schwann pés-injecao do BE.

Nos animais tratados com Dx, o achado morfo-
l6gico mais proeminente no centro lesional foi
também a presenca de profusas membranas deriva-
das de mielina até 31 dias pés-injecao do gliotoxico,
sugerindo uma lenta atividade dos macréfagos na
remocao dos restos mielinicos, tal como descrito
pela primeira vez em ratos Wistar normais por Gra-
¢a e Blakemore®. Estes autores encontraram varia-
¢do no processo de desmielinizacdo induzida por
BE na substancia branca da medula espinhal e di-
ferencas na velocidade da remielinizacdo subse-
quente. Enquanto, em algumas lesdes ou areas den-
tro de lesdes, os restos mielinicos eram rapidamente
processados por macréfagos e os axdnios pronta-
mente remielinizados por células de Schwann inva-
sivas (lesdes de tipo | ou rapidas), em outras de mes-
ma idade, a mielina era transformada em redes
membranosas que persistiam por longos periodos
de tempo ao redor de axénios desmielinizados e
poucos macréfagos (lesdes de tipo Il ou lentas). A
grande maioria das lesdes lentas se desenvolvia em
animais injetados com baixa dose de BE, sugerindo-
se que uma resposta inflamatoria de baixa intensi-
dade nao representava estimulo suficiente para a
rapida entrada de macréfagos na area ou para a
remielinizacao®.

No presente estudo, diferentemente do descrito



136 Arq Neuropsiquiatr 2004;62(1)

por Graca e Blakemore®, nem sempre a ocorréncia
das membranas derivadas de mielina em lesdes in-
duzidas pelo BE mostrou-se relacionada a uma
aparente reducdo no nimero de macréfagos ativa-
dos, parecendo indicar que o tratamento com Dx
tenha apenas adiado o processo de retirada dos
restos mielinicos. A presenca de abundantes restos
de mielina em areas de desmielinizacao contendo
macréfagos ativados foi descrita também na medu-
la espinhal de ratos velhos'3, persistindo por até
30 dias ap6s injecao de lisolecitina, o que foi atri-
buido a menor resposta macrofagica supostamente
exibida por tais animais. Supde-se que o estimulo
quimiotatico desempenhado pelas bainhas em de-
generacdo sobre as células fagociticas seja transi-
tério, uma vez que, na auséncia de uma resposta
macrofagica adequada, as mesmas parecem perder
seu conteudo lipidico, porém mantendo o arcabou-
¢o protéico, o qual supostamente se revela pouco
atrativo para as células fagociticas'.

O atraso macrofagico observado no presente
trabalho pode ser compreendido como resultado
da acdo antiinflamatéria exercida pela Dx, capaz
de promover prolongada monocitopenia mediante
sua administracdo regular, comprometendo a pron-
ta exsudag¢do de macréfagos para o tecido nervoso
agredido com BE. A medida que ocorre a diminui-
¢do da populacdo macrofagica de origem sanguii-
nea no SNC, as células microgliais residentes tende-
riam a tornar-se as principais encarregadas pela re-
mocao dos restos mielinicos, abandonando seu es-
tado normal de quiescéncia logo apds a indugdo
do trauma' e, Entretanto, a retirada da mielina pe-
la micréglia ativada parece representar um processo
de mais longa duracdo. Sabe-se que, em situacdes
de dano a barreira hematoencefalica com invasédo
do encéfalo por macréfagos hematdgenos, o apa-
recimento de células fagociticas contendo goticulas
lipidicas acaba ocorrendo mais rapidamente’. A
origem dos macréfagos presentes nas lesdes nao
pode, porém, ser identificada em func¢ado da inexis-
téncia de marcadores fenotipicos especificos que
permitam distinguir, em situa¢des de injuria nervo-
sa, as células microgliais ativadas e os macréfagos
de origem sanguinea infiltrantes'8.

Estudos desenvolvidos por Triarhou e Hern-
don'2compreenderam tentativas de modulacédo
farmacolégica dos processos desmielinizante e
remielinizante empregando o modelo téxico da
lisolecitina, capaz de exercer uma acao detergente
sobre as bainhas de mielina e de assim induzir in-
tensa resposta macrofagica local. Produtos dessa

reacado, por sua vez, amplificariam o processo infla-
matério originalmente desencadeado, resultando
em mais perda mielinica. Em tais experimentos, o
uso por 7 dias de ciclofosfamida, previamente a in-
jecdo de lisolecitina na medula espinhal de ratos
adultos, revelou suprimir a inflamacgéo tecidual e
acelerar a remielinizacdo. Ja a administracdo por
duas semanas de Dx (3 mg/kg/dia) apds a injecao
de lisolecitina resultou também em reducdo da area
desmielinizada, porém retardando o processo de
reparo mielinico™. Por outro lado, o bloqueio na
atividade macrofagica, obtido mediante pré-trata-
mento com pé de silica, deprimiu a acao fagocitica
mononuclear no local da lesdo, com atraso na re-
tirada dos restos mielinicos, mas sem aparente
efeito no processo remielinizante' 2,

Em nosso estudo, a administracdo prolongada
de Dx iniciada imediatamente apos a injecdo do
BE mostrou ndo ter reduzido a drea desmielinizada,
o que difere dos experimentos envolvendo distintas
drogas no modelo da lisolecitina. Nestes, ciclofos-
famida, azatioprina, Dx e p6 de silica pareceram
exercer efeito depressor comum sobre o recruta-
mento monocitario e sobre a exsudacdo macrofa-
gica, com isso reduzindo a resposta inflamatoéria e
a extensao da desmieliniza¢do observada. Tal fato
sugere que, no modelo da lisolecitina, adicionalmen-
te a participacdo dos macréfagos na retirada das
bainhas desprendidas, as células fagociticas contri-
buiriam de forma importante para a amplificacdo
do processo de desmielinizacao inicial ao promove-
rem dano mielinico acidental (bystander), a partir
da liberagao de produtos com efeito litico direto
sobre as bainhas ou sobre as células gliais no curso
dareacdo inflamatéria. No modelo do BE, porém,
ja que a supressdo da fung¢do macrofagica pela Dx
nédo pareceu exercer efeito notavel sobre a extenséo
da desmieliniza¢do, o processo desmielinizante pa-
rece resultar mais da a¢do gliotoxica primaria do
agente do que de dano secundario resultante da
liberacdo de produtos macrofagicos.

Adicionalmente, a morosidade na retirada dos
restos celulares pés-injecdo do BE foi acompanhada
por marcado retardo no reparo geral da lesdo e,
sobretudo, por atraso da funcdo oligodendroglial
de reconstrucdo das bainhas perdidas. Esta cons-
tatacdo aproxima-se daquela realizada por Rey-
nolds e Wilkin’, que relataram a auséncia de signi-
ficante remielinizacdo no tronco encefalico em a-
reas onde persistiam grandes quantidades de restos
mielinicos. Comparativamente aos animais imu-
nocompetentes, aqueles tratados com Dx apre-
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sentaram menor numero de células da linhagem
oligodendroglial nas margens da lesao.

Alguns estudos ressaltam que uma rapida re-
mielinizacdo mostrava-se geralmente acompanha-
da de intensa resposta astrocitaria, bem como de
uma pronta remocao dos restos mielinicos, suge-
rindo que a presenca de macréfagos apropriada-
mente ativados permitiria uma maior acessibilidade
das células mielinogénicas aos axénios>2'. Macro-
fagos e astrécitos permitiriam entdo a existéncia
de um meio repleto de citocinas e de fatores de cres-
cimento, possibilitando uma eficiente remieliniza-
¢do'®. Em contrapartida, muitos desses fatores po-
deriam também exercer efeitos negativos ao repa-
ro tissular. Nesse contexto, as intera¢des possiveis
entre todas as moléculas secretadas no meio lesio-
nal revelam-se extremamente complexas, sendo di-
ficeis de serem elucidadas com o uso de modelos
in vivo, muito embora o efeito global, seja positi-
VO ou negativo, possa ser inferido pela velocidade
de ocorréncia do processo remielinizante.

Frente ao pobre reparo mielinico observado
apo6s administracdo prolongada de cuprizone a ca-
mundongos, Ludwin?? sugeriu, pela primeira vez,
que uma fraca resposta inflamatéria poderia ser
a causadora de uma ineficiente remielinizacao,
por talvez representar um estimulo menos potente
a mitogénese oligodendroglial. Apoio complemen-
tar a hipétese de que a inflama¢do desempenha
efeitos gerais benéficos ao reparo mielinico pode
ser encontrado em experimentos envolvendo trans-
plantes de células gliais®, nos quais foi verificado
que aresposta inflamatéria associada a rejeicao de
xenoenxertos representava um potente estimulante
aremielinizacdo endégena. Assim sendo, é provavel
que o meio inflamatério contenha, além de mo-
léculas com potencialidade de infligir dano as cé-
lulas mielinogénicas, outros fatores cujos efeitos
sejam predominantemente de auxilio ao reparo das
bainhas perdidas e até mesmo de neutralizacdo dos
produtos capazes de causar dano as mesmas, resul-
tando, no balanco final de influéncias benéficas e
deletérias da inflamacao, mais em estimula¢do do
processo remielinizante do que em prejuizo ao
mesmo’'.

Uma vez que a origem dos oligodendrocitos re-
mielinizantes ap6s episddios de desmielinizacdo po-
de ser atribuida a migracao e a divisdo mitética da-
queles sobreviventes nas margens da lesdo?-% e/ou
a proliferacdo e diferenciacdo das células proge-
nitoras bipotenciais O/2A adultas, existentes em
estado quiescente na substancia branca do SNC

adulto?, pode-se também imputar o prejuizo no
reparo mielinico nos animais tratados com Dx a pos-
siveis efeitos antiproliferativos da droga sobre tais
populac¢des celulares, resultando em menor nimero
de células capazes de reconstruir as bainhas perdi-
das ap6s injecdo do BE. Concordante com tal hipé-
tese, os glicocorticéides tém-se mostrado capazes
de inibir a proliferacado de células progenitoras oli-
godendrogliais (células NG2+) em varias regides da
substancia branca e cinzenta do SNC de ratos adul-
tos®. Uma vez que a proliferacao de tais células re-
presenta um papel-chave no processo remielinizan-
te, este achado sugere a possibilidade de que o em-
prego da Dx exerca efeitos negativos na resposta
reparadora do tecido nervoso pés-trauma no SNC.
Outros relatos tém confirmado a ocorréncia de efei-
tos inibitérios pés-administra¢do de glicocorticoi-
des sobre a mielinizacdo, sobre a génese de oligo-
dendrécitos e sobre a expressdo de GFAP%,

No presente estudo, no entanto, apesar da cons-
tatacdo de algumas areas centrais desprovidas de
processos astrocitarios, ndo houve qualquer evidén-
cia de interferéncia pela Dx no comportamento dos
astrocitos. Assim, processos espessados dessas célu-
las foram encontrados entre axénios desmieliniza-
dos, remielinizados e as vezes em degeneracao, as-
sim como entre membranas derivadas de mielina
persistentes. Estes achados questionam a relacdo
sugerida por Gilson e Blakemore' de que a pobre
resposta astrocitaria descrita em ratos velhos é resul-
tante da pouco intensa resposta macrofagica cons-
tatada nesses animais.

Nossos resultados indicam que, muito embora
macréfagos/micréglia ativada e astrécitos reco-
nhecidamente sejam capazes de influenciar-se mu-
tuamente, estabelecendo uma comunicagao bidi-
recional através de fatores soluveis liberados (tais
como IL-1, IL-6 e TNF-0) '8, as respostas macrofagica
e astrocitaria podem apresentar-se também des-
vinculadas em sua expressao final, sob forma de
diminuicdo da primeira com manutenc¢do da se-
gunda, sugerindo, assim, que outras variaveis estdo
também envolvidas no complicado cenério do re-
paro tecidual apés episédio de desmielinizagao.

A menor presenca de linfécitos (visualizados nas
lesdes dos 7 aos 11 dias) observada nos ratos tra-
tados com Dx em relacdo aos imunocompetentes
é igualmente consistente com a atividade imunos-
supressora da droga. Além disso, a menor neovascu-
larizacao das lesdes pode ser creditada também a
interferéncia na atividade macrofagica provocada
pelo tratamento, jd que produtos macrofagicos,
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como IL-1 e TGF-B 1, sdo reconhecidos por sua ca-
pacidade de induzir angiogénese®. O desapareci-
mento dos linfocitos das lesdes pelo emprego des-
se agente imunossupressor e antiinflamatério pode
ainda ter, em parte, resultado da prépria reducao
da secrecdo macrofagica de IL-1, uma vez que essa
citocina parece colaborar de forma importante na
proliferacdo das células T e na adesividade de lin-
fécitos e mondcitos ao endotélio vascular'.

A Dx ndo pareceu prejudicar a atividade infil-
trativa e proliferativa das células piais, as quais, por
razdes obscuras, formavam muitas vezes arranjos
mais extensos do que os encontrados nos animais
imunocompetentes'. Ainda, o comportamento
das células de Schwann aparentemente ndo se mos-
trou prejudicado pela Dx, sendo, a semelhanca
dos ratos imunocompetentes, visualizadas bainhas
espessas produzidas por tais células e, as vezes, até
mesmo redundantes (redundant loops) em relagao
ao diametro axonal a partir dos 21 dias pos-injecao
do BE.

Sabe-se que o atraso da remielinizacdo encon-
trado com o uso da Dx ndo pode ser creditado uni-
camente a falha de uma reacao inflamatoéria/ma-
crofagica apropriada e/ou a interferéncia na divisao
dos oligodendroécitos e de seus progenitores. O
processo remielinizante é extremamente complexo,
compreendendo varias etapas essenciais, desde a
proliferacdo de células mielinogénicas, seu recru-
tamento do tecido circundante normal, sua migra-
¢do as areas desmielinizadas e finalmente a forma-
cdo definitiva de novas bainhas de mielina. Pela
complexidade do processo torna-se dificil identificar
com precisdo como e em que estagios a Dx interfere
no processo de restauro das bainhas perdidas de
maneira a retarda-lo.
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