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DESMIELINIZAGAO E REMIELINIZAGAO APQS
MULTIPLAS INJECOES INTRAMEDULARES DE
BROMETO DE ETiDIO EM RATOS WISTAR

CRISTINA GEVEHR FERNANDES™, DOMINGUITA LUHERS GRAGA**;
LUIS ANTONIO VIOLIN DIAS PEREIRA™***

RESUMO - O modelo de desmielinizagio do brometo de etidio foi utilizado para estudar a reagio do sistema
nervoso central frente a miiltiplos episédios de desmielinizagio téxica. Foram utilizados 27 ratos Wistar, submetidos
a2, 3 ou4injegSes de 1ul de solugio 0,1% de brometo de etidio (19 ratos) ou de solugio salina 0,9% (8 ratos) em
diferentes pontos da medula espinhal. Os intervalos entre as inje¢Ses variaram de 28 a 42 dias. Dez dias apSs a
ultima inje¢do os animais foram perfundidos com glutaraldeido 2,5%. As medulas espinhais foram avaliadas
pela macroscopia, microscopia dptica de cortes semifinos e microscopia eletronica de transmissdo. As lesdes
foram caracterizadas por desmielinizagio primdria focal, com preservagiio das estruturas vasculares, e variavam
em tamanho e caracteristicas histolégicas. Remielinizagfo pode ser observada, ou ndo, de acordo com o tipo de
lesdo. Como consequéncia das injeg¢Oes muiltiplas e sequenciais de brometo de etidio, o sistema nervoso central
pareceu modificar sua capacidade de responder a um estimulo inflamatério, mas nio variou seu padrio de
remielinizagéo.
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Demyelination and remyelination after multiple intramedullary injections of ethidium bromide
in Wistar rats

ABSTRACT - The ethidium bromide model of demyelination has been employed to study the central nervous
system response to several episodes of demyelination. Twenty-seven Wistar rats received 2 to 4 intraspinal
injections of 1ul of either 0.1% ethidium bromide in normal saline (19 rats) or saline 0.9% (8 rats) in different
anatomical locations. The intervals between the injections ranged from 28 to 42 days. Ten days after the last
injection all the rats were perfused with 2.5% glutaraldehyde. The spinal sections were evaluated macroscopically
and by light and transmission electron microscopy. The lesions were typical of focal primary demyelination with
preserved vascular structures and followed by remyelinization and varied in size and histological aspects. After
multiple sequential ethidium bromide injections, the central nervous system seems to modify its response capacity
to an inflammatory challenge although there is no change in its pattern of remyelination.
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O estudo da sequéncia de eventos que caracteriza os processos de desmielinizagdo e
remielinizag@io tem sido facilitado pelo uso de modelos experimentais de desmielinizacio téxica,
como o do brometo de etidio (BE), um corante pirpura fluorescente que atua por intercalagdo nos
4cidos nucléicos™. A droga tem comprovada agfo seletiva gliotéxica no sistema nervoso central
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(SNC)'1011.13.19 & ng sistema nervoso periférico (SNP)’, determinando desmielinizag¢do primiria, dose
dependente, com prescrvag@o das estruturas vasculares™®. Na maioria das doengas desmielinizantes
cronicas, em humanos e em animais, ndo ocorre remieliniza¢io por oligodendrécitos ou por células
de Schwann (CS)'. Por outro lado, essa & frequente nos diferentes modelos experimentais,
principalmente de desmielinizagdo téxica'®. Os fatores que propiciam diferengas na capacidade de
remiclinizagdo permanecem, ainda, sem uma explicagdo definitiva.

Este estudo teve por objetivo principal caracterizar a resposta do SNC frente a agressdes
miiltiplas e sequenciais com o BE. Os resultados foram analisados e comparados com os dados
obtidos ap6s a aplicagdo tinica do BE no encéfalo de roedores'*'*? ¢ na medula espinhal de ratos
Wistar'® e de gatos'. Com isso, busca-se entender o comportamento do SNC frente A desmielinizagio
cronica, o que permitird, futuramente, a compreensdo de doengas como a esclerose miiltipla e algumas
formas de cinomose, cntre outras.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 27 ratos Wistar, de ambos os sexos (4 fémcas e 23 machos), a partir dos 3 meses de
idade. Os ratos foram submetidos a 2, 3 ou 4 injegoes intramedulares de 1pl de solugiio 0,1% de BE (19 ratos) ou
de solugdo salina 0,9% (8 ratos), em pontos entre a 8° vértebra toricica e a 4* lombar, conforme a Tabela 1. Os
intervalos entre as inje¢oes foram de 28 a 42 dias e a distribuigfio dos animais conforme o ndmero e intervalos de
aplicagdio consta das Tabelas 2 e 3. Para injegiio intramedular de BE os animais foram submetidos a
hcmilaminectomias dorsais, apés indugdo anestésica com €ter via inalatéria e manutengio com a associagio
fentanil/etomidato (Fentanil: Johnson & Johnson Ind. e Com. Janssen Farmacéutica, Sdo José dos Campos, SP;
Hypnomidate: Johnson & Johnson Ind. € Com. Janssen Farmac€utica, Sdo José dos Campos, SP) em doses de
300mc/kg e 10mc/kg respectivamente. Realizaram-se exames clinicos didrios, verificando-se o estado geral dos
animais, com atengiio especial a possiveis alteragoes neurolégicas.

Os ratos foram sacrificados 10 dias apds a tltima injecfio de BE ou de solugdo fisiolégica 0,9%, e submetidos
a perfusdo transcardfaca com glutaraldeido 2,5% em tampio cacodilato de s6dio 0,1M pH7,3. Os animais foram
necropsiados, coletando-se cérebro, medula espinhal inteiros e fragmentos das demais visceras.

Amostras do SNC foram processadas para inclusdo em resina. Foram pdés-fixadas por imersfio em
glutaraldeido 2,5% em tampio cacodilato de sédio (0,03M pH7,3) e posteriormente em solugido de tetréxido de
Gsmio 1% em tampio cacodilato de sédio 0,2M pH7.4. Os espécimes foram desidratados por passagens em série
crescente de dlcool etilico (30°, 50°, 70°, 95° e dlcool absoluto). Posteriormente as amostras foram impregnadas
e incluidas em resina Epoxi 812 (Poly/Bed 812 Embedding Kit,1,5 1. Polyscience, Warrington, UK). Os cortes
semifinos (1pm) foram corados com azul de metileno/azul I e observados & microscopia éptica, quando foram
selecionadas as dreas para os cortes ultrafinos (70nm), que foram contrastados com solugio de acetato de uranila
(CO, sensivel) e citrato de chumbo 0,2%. A avaliagiio dos cspécimes e as fotomicrografias foram realizadas em
micr-oscépio eletronico de transmissao Zeiss EM 10, operado a 60kV, utilizando-se filme Kodalith.

Na avaliagio macroscépica observaram-se as caracteristicas ¢ extensdo das lesSes. Pela microscopia
Sptica as lesdes foram classificadas segundo os parimetros adotados por Graga®: a) Tipo I - Lesdes ripidas em
que a desmielinizagdio estd associada a hiperplasia dos vasos sanguineos, intensa invasdo de macréfagos e evidente

Tubela 1. Miiltipias injecdes de BE ou solu¢do salina 0,9% na medula espinhal de
ratos Wistar. Sequéncia de aplicagdo das injegies, em relagao & vértebra incidida.

N° de injegdes 1* 2° 3t 4"
4 L4 Ll TI3 T8

L1 TI3 T8 -

2 L1 T8 - -

L,, I* vértebra lombar; L., 4* vértebra lombar; T,, 8* vértebra toricica, T,,, 13* vértebra tordcica.
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Tabela 2. Multiplas injecdes de BE na medula espinhal de ratos Wistar, Niimero de
animais conforme o intervalo de aplicacdo da droga em niimero de dias.

N° de animais entre 1*/2" inj. entre 2%/3* inj. entre 3%4" inj.
3 42 42 C 4
2 28 4?2 42
1 28 28 42
2 32 28 28
2 42 42 .
2 35 35 -
3 28 28 -
2 42 - .
2 28 - -

Tabela 3. Miiltiplas injegdes de solugdo fisiologica na medula espinhal de ratos Wistar.
Niimero de animais conforme o intervalo de aplica¢do da droga em niimero de dias.

N° de animais entre 1%/2* inj. entre 2*/3" inj. entre 3*/4" inj.
1 42 42 42
2 28 28 28
2 42 42 -
1 28 28 -

remielinizagfio por oligodendrécitos e CS; b) Tipo 1I - Lesoes lentas que demonstram baixo potencial reparativo,
com pequeno infiltrado macrofigico e persisténcia de axdnios desmielinizados e de membranas derivadas de
mielina (MDM); c) Tipo III - LesGes intermedidrias, caracterizadas por possuirem édreas que se assemelham a
leses do tipo I e dreas semelhantes a lesdes do tipo II.

As lesSes foram avaliadas, também, por microscopia eletrdnica de transmissio, quando as diversas
estruturas foram caracterizadas quanto i sua ultra-estrutura e relages.

Os fragmentos das demais visceras foram processados para incluséio em parafina e corados por
hematoxilina-eosina. Foram, entdo, avaliados por microscopia éptica.

RESULTADOS

Os ratos ndo apresentaram qualquer tipo de sinal clfnico. Tanto na avaliagio macro como
microscépica, somente foram observadas lesGes na medula espinhal.

Remielinizagdo por CS ocorreu principalmente nos espagos subpiais ¢ préximo a vasos
sanguineos. Nas lesOes correspondentes 2 tltima aplicagdo de BE, aos 10 dias pds-injegao (p.i.),
observaram-se extensos espacos extracelulares entre as fibras associadas a CS, nos quais apareciam
feixes finos de fibras coldgenas. Em lesSes obtidas a partir da 2* injeciio de BE (minimo de 38 dias
p.i.), os espagos extracelulares persistiram, embora progressivamente menores. A microscopia dptica
observou-se que grupos de axonios remielinizados por CS eram delimitados por feixes espessos de
fibras coldgenas, caracterizando fasciculagdo das fibras. A remieliniza¢éo por CS predominou em
relagdo a remielinizagdo por oligodendrécitos, em amostras coletadas ap6s a tltima aplicagao de BE
(10 dias p.i.), foram observadas apenas relagdes iniciais das CS com os axdnios desmielinizados.
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Fig 1. Proliferagdo pial de cardter invasivo. As células piais se distribuem em
torno de axdnios remielinizados por células de Sch . Axdnios remielinizados
por oligodendrdécitos sdo observados na borda da lesao. 200x.

Fig 2. Oligodendrdcito médio revestido por fina camada de mielina, entre axonios remielinizados
por oligodendrécitos. 7500x.
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Fig 3. Area remielinizada por células de Schwann, que estd proxima de axodnios remielinizados por
oligodendrdcitos. Observam-se numerosos processos astrocitdrios caracterizados pelos feixes de
filamentos gliais em arranjo paralelo ou em corte transversal, que circundam os axdnios remielinizados
por células de Schwann. Observam-se redundadncias das bainhas de mielina de axénios remielinizados
por células de Schwann. 10000x.

A remielinizacdo por oligodendrécitos compds de 10 a 50% das dreas totais remielinizadas.
Em amostras correspondentes a (ltima aplicagio de BE (10 dias p.i.) ndo foram observadas relagdes
iniciais de oligodendrécitos com axdnios desmielinizados. Areas de remielinizagdo por
oligodendrécitos foram observadas principalmente na borda das lesGes, entre o tecido normal e a
drea de remielinizacdo por CS (Fig 1). Nesses locais, nio houve aumento do espago extracelular e
processos astrocitdrios foram detectados entre os axdnios remielinizados. Em alguns casos, na
transi¢do entre as dreas de remielinizagdo por CS e oligodendrécitos, os dois tipos ocorreram
alternados. Processos astrocitirios ocorreram nesses locais, relacionando-se com axdnios
remielinizados por oligodendrdcitos (Fig 2) ou envolvendo profusamente axdnios remielinizados
por CS (Fig 3). O espago extracelular tendia a ser mais evidente & medida que aumentava o niimero
de axdnios remielinizados por CS.

Algumas lesdes que envolviam também os nervos espinhais foram invadidas por células
caracterizadas como células piais, por microscopia Gptica e eletronica de transmissio. Elas se
organizaram em camadas ao redor de grupos de axdnios remielinizados por CS e de vasos sanguineos
(Fig 1). Feixes de fibras coldgenas entre as células piais foram observadas. Essa alteragdo nfo foi
observada em amostras correspondentes 2 vltima injecdo de BE (10 dias p.i.).

Em todas as lesdes observou-se infiltrado macrofégico, mais intenso no centro de lesGes
iniciais dos tipos I ou III, mas também foi observado em lesdes antigas. Independente do tipo de
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lesdo, sua distribui¢do foi aleatéria, ocorrendo principalmente em meio aos axdnios desmielinizados
e restos celulares. Também foram encontrados, frequentemente, embora menos ativados, nos espagos
perivasculares. Linfcitos foram encontrados em apenas 18 de 53 amostras (34%), geralmente nos
espagos subpiais ou perivasculares, nas bordas das lesdes e, mais raramente, no interior destas.

As lesdes induzidas por inje¢des intramedulares de solug#o salina 0,9% foram caracterizadas
inicialmente por edema intra e extracelular (aos 10 dias p.i.). Posteriormente (a partir dos 38 dias
p.i.), observou-se também a presenca de algumas fibras em degeneraggo walleriana. Houve discreto
infiltrado macrofégico, e ndio foram observadas alteragdes degenerativas das células da glia.

DISCUSSAO

LesGes correspondentes 4 1%, 2, 3" ou 4" injecGes de BE apresentaram desmieliniza¢io primdria
focal. O mesmo foi observado ap6s uma inje¢do de BE na medula espinhal de gatos' e de ratos'® e no
encéfalo de ratos'>!*®, Os animais experimentais nio aprestaram sinais clinicos'®'*"*®_assim como
neste estudo.

A desmielinizagio em todos esses casos ocorreu devido & morte de células da glia,
especialmente oligodendrécitos'™, o que resulta da intercalagio do BE no RNA/DNA dessas células'4,
O BE também pode induzir resposta inflamatéria inespecifica que contribui para o processo de
desmielinizagdo®'°, ativando macréfagos que secretam enzimas mielinoliticas® e caracterizando a
desmielinizagio como bystander'. A auséncia de desmielinizagdo na medula de ratos que receberam
injecdes intramedulares de solug@o fisioldgica confirma o caréter desmielinizante do BE.

Em resposta & desmielinizagdo ocorre rdpida resposta glial ¢ os ax6nios podem ser
remielinizados ou permanecerem desprovidos de mielina e separados por processos astrocitérios®.
Nas lesdes do tipo II e parte das do tipo III observou-se a persisténcia de axdnios desmielinizados,
mesmo nas lesdes mais antigas (136 dias p.i.), o que segundo Graga & Blakemore'” se deve ao
actimulo de restos de miclina devido & pobre resposta macrofédgica inicial, caracteristica das lesGes
lentas. Esses achados diferem do ocorrido no modelo de uma inje¢ao de BE na medula espinhal de
ratos Wistar, em que, independente do tipo da lesfo, aos 30 dias p.i. observava-se remielinizagfo®,

No presente estudo, a remielinizagdo observada nas amostras dos tipos I e III se deu
predominantemente por CS e ocorreu nos espagos perivasculares e subpiais. Esse padrdo de
remielinizagdo é caracteristico das lesGes do BE na medula espinhal’ e difere do encéfalo onde a
remieliniza¢3o se d4, predominante, por oligodendrécitos e tem distribuicdo aleatéria'’. A maior
eficiéncia de remielinizacdo por CS em relagao a dos oligodendrécitos no presente estudo, se explica
pelo potencial migratério e proliferativo das CS que € maior que o dos oligodendrécitos. Além
disso, a demanda metabdlica do oligodendrécito comprometido com a remielinizagéo é,
provavelmente, maior que a das CS que sfo responsédveis pela formagfo de um unico internodo de
mielina'”. A remielinizagdo por CS foi restrita as dreas destituidas de astrécitos, indicando que a
ruptura da membrana limitante glial é imprescindivel para a entrada das CS no SNC'. Além disso,
é necessdria uma matriz extracelular estdvel, que estimularia sua proliferagdo? e constituiria uma
superficie migratéria para as CS*'°, A deposi¢do da matriz é estimulada por macréfagos, o que
explica porque em lesdes do tipo II existe pouca, ou nenhuma, remielinizagio por CS°.

Os fatores que permitem ou impedem a remielinizagdo por oligodendrécitos té€m sido
discutidos. E fundamental que haja disponibilidade dessas células na lesdo, € como possiveis fontes
tém-se os oligodendrécitos remanescentes e os oriundos da proliferagdo de uma linhagem de células
precursoras de oligodendrdcitos e de astrdcitos tipo 2, que sdo conhecidas como O/2A (adultas) e
que permanecem em estado quiescente no SNC*¢. Qutros fatores que impediriam a remielinizagio
por oligodendrdcitos sfio: a existéncia de diferencas entre as espécies quanto a capacidade proliferativa
dos oligodendréeitos'!'%; a diminui¢do absoluta do nimero de oligodendrdcitos devido a
desmielinizaggo cronica com estimulo persistente!; a presenca de anticorpos inibidores de mielina'' 6,
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anormalidades axonais que impossibilitem a remielinizagdo'!, e a persisténcia de MDM no espago
extracelular, em func¢do da baixa atividade macrofégica no local, o que parece retardar ou impedir 0
processo de remieliniza¢do®. A presenca de cicatriz glial'>!¢ e o tamanho das lesdes parecem ndo
interferir no processo de remielinizagao™.

O infiltrado macrofégico observado neste estudo, também foi observado nas lesdes induzidas
por uma injegdo de BE na medula'® e no encéfalo'", A entrada das células inflamatSrias no SNC é
estimulada pela presenga dos restos de mielina'®. Pode ser facilitada pela quebra da BHE, devido ao
trauma tecidual pela injegdo'? e pela auséncia de astrocitos, que atuam na sua manutengio'®.

A esclerose miiltipla, assim como outros processos de desmielinizagao imunomediada, ndo
parece ter evolucdo diferenciada, como observa-se nas lesdes do modelo do BE. Além disso, ndo
houve infiltrado linfocitdrio importante, nem formag&o de manguitos perivasculares, tdo caracteristicos
dessas doengas'.

Outra interessante observagdo diz respeito & invasio das lesdes por células piais. Pode ter
ocorrido resposta proliferativa das meninges, como reag@o das meninges ao hematoma®, decorrente
da ruptura da artéria espinhal dorsal no trans-operatério. Isso ocorre, provavelmente, porque haveria
o reconhecimento dos ax6nios remielinizados por CS, como fazendo parte de nervos periféricos que
cruzam espago subaracnéideo.

CONCLUSOES

A aplicagéo de 2, 3 ou 4 injecGes de 1ul de BE 0,1% em diferentes pontos da medula espinhal
de ratos Wistar provoca desmielinizagio primaria focal com preservacéo das estruturas vasculares.
O tipo de lesdo ndo foi dose dependente, 0 que sugere que ap6és miiltiplas agressdes hd uma
modifica¢do na capacidade do SNC responder 2 estimulagdo inflamat6ria, mas ndo varia seu padrio
de remielinizagdo quando esta ocorre.

O modelo experimental proposto, embora ndo reproduza fielmente as lesdes de doencas
desmielinizantes, como a esclerose miiltipla, mostrou-se importante para o estudo dos processos de
desmieliniza¢do e remielinizagdo.

Quanto a proliferacdo intensa de células piais para o interior das lesdes, acredita-se que ela
decorre da resolugdo de hemorragias subdurais, concomitantes a remielinizagdo por CS em lesbes
que afetavam também as raizes de nervos espinhais.
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