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RESUMO - O gliotóxico brometo de etídio (BE) foi utilizado para o estudo da resposta macrofágica e
astrocitária sob imunossupressão com ciclofosfamida (CY). Investigou-se a imunorreatividade astrocitária
à proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e à vimentina (VIM), e a imunorreatividade macrofágica ao ED1 após
injeção do BE. Foram utilizados ratos Wistar adultos injetados na cisterna basal com salina a 0,9% (grupo
I), BE a 0,1% (grupo II) e BE a 0,1%, imunossuprimidos com CY (grupo III). Fragmentos do tronco encefálico
foram colhidos do 1º ao 21º dia pós-injeção para estudo imuno-histoquímico da GFAP, VIM e ED1. Nos
grupos II e III, observou-se imunorreatividade aumentada para GFAP e re-expressão de VIM. No grupo II,
células ED1-positivas foram observadas a partir do 2º dia e no grupo III, a partir do 3º dia. Aos 14 dias pós-
injeção, havia mais células ED1-positivas no grupo III. A CY aparentemente não alterou a resposta astrocitária.

PALAVRAS-CHAVE: desmielinização-remielinização, brometo de etídio, imunossupressão, ED1, GFAP,
vimentina.

Immunohistochemical staining of the macrophagic and astrocytic response in the brainstem of
Wistar rats submitted to the ethidium bromide gliotoxic model and treated with cyclophos-
phamide

ABSTRACT - The gliotoxic ethidium bromide (EB) was used to study morphologically the macrophagic and
astrocytic response under immunosuppression by cyclophosphamide (CY). Astrocyte immunoreactivity to
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin (VIM) and macrophagic immunoreactivity to ED1 were
investigated after EB injection. Male Wistar rats were injected with 0.9% saline solution (group I), 0.1%
BE (group II) and 0.1% EB associated with CY treatment (group III). Brainstem samples were collected from
the 1st to the 21st day post-injection for GFAP, VIM and ED1 immunostaining. In groups II and III, it was
observed increased immunoreactivity to GFAP and reexpression of VIM. In group II, ED1-positive cells were
noted after the 2nd day and in group III, after the 3rd day. On the 14th day post-injection, it was observed a
greater quantity of ED1- positive cells in group III than in group II. Apparently, CY did not change the
astrocytic response pattern.

KEY WORDS: demyelination-remyelination, ethidium bromide, immunosuppression, ED1, GFAP, vimentin.

Mielina é estrutura membranosa característica do
tecido nervoso, depositada em segmentos ao longo
de fibras nervosas selecionadas e que funciona como
isolante a fim de aumentar a velocidade de transmis-
são do estímulo entre o corpo celular neuronal e seu

alvo1,2. A ocorrência de desmielinização é observada
em muitas doenças de ocorrência espontânea no ho-
mem e em outros animais3. O brometo de etídio (BE)
tem sido usado como droga indutora de desmielini-
zação primária no sistema nervoso central (SNC)4 e
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no sistema nervoso periférico (SNP)5 por destruir
seletivamente as células gliais. Dentre as células gliais
presentes no SNC dos mamíferos, os astrócitos cons-
tituem as maiores e mais numerosas delas, excedendo
o número de neurônios na proporção de 10:16. Uma
das mais notáveis características dos astrócitos é a
sua vigorosa resposta a diversos tipos de agentes
agressores7,8. A resposta astrocitária inclui o aumento
de seu número (astrocitose) e de suas dimensões (as-
trogliose). Para tal, os astrócitos sofrem transforma-
ções celulares e bioquímicas com conseqüente au-
mento da intensidade de marcação da proteína glial
fibrilar ácida (GFAP) e recuperação da capacidade de
expressar a vimentina (VIM) perdida durante o desen-
volvimento normal do tecido9-11. Já as células micro-
gliais pertencem ao sistema mononuclear fagocitário
e podem apresentar três aspectos distintos no cérebro
adulto - micróglia em repouso ou ramificada, presen-
te no SNC livre de processos patológicos; ativada ou
reativa, com ramificações citoplasmáticas mais espes-
sas e evidentes, encontrada em processos patológicos
e não-fagocítica; e finalmente, fagocítica ou amebói-
de, caracterizada por uma forma mais arredondada12.
Um anticorpo amplamente utilizado para avaliar a
resposta macrofágica/microglial é o anticorpo mono-
clonal denominado de ED113. O antígeno reconhecido
pelo anticorpo monoclonal ED1 é expresso nas mem-
branas dos grânulos citoplasmáticos como os fagoli-
sossomos e a quantidade de antígeno expresso parece
estar relacionada à atividade fagocítica do respectivo
tipo celular14.

Embora a ativação da micróglia possua um papel
benéfico na defesa do hospedeiro mediada pelo siste-
ma imune, os mediadores inflamatórios liberados por
essas células têm sido associados a processos neurode-
generativos15. Quando ocorre lesão no SNC, os fagó-
citos mononucleares reativos migram ao sítio de injú-
ria e fagocitam os debris antes de liberarem os fatores
citotóxicos. A supressão dos eventos celulares iniciais
através de fármacos que modulem a resposta inflama-
tória pode ser utilizada para prevenir o dano tecidual
subseqüente à resposta macrofágica16.

A resposta inflamatória mostra-se severamente
comprometida pelo tratamento prolongado com ci-
clofosfamida (CY)17,18. Tal fármaco tem sido utilizado
por suas propriedades imunossupressoras no trata-
mento de doenças auto-imunes19-21, tais como a escle-
rose múltipla (EM), na qual os mecanismos envolvidos
na perda e reconstrução mielínica são ainda pouco
compreendidos, bem como os antígeno(s)-alvo das
supostas reações imunes22. Nesse sentido, o estudo
das respostas astrocitária e macrofágica em animais

imunocompetentes ou tratados com CY pode levar
a melhor compreensão dos fenômenos celulares en-
volvidos no reparo do tecido nervoso em condições
patológicas.

MÉTODO
Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos jovens

(4 a 6 meses de idade). O grupo I compreendeu 6 animais,
injetados na cisterna basal com 10 µL de solução salina a
0,9%, sendo 1 animal, para cada período, perfundido aos
1, 2, 3, 7, 14 e 21 dias pós-cirurgia. O grupo II, por sua vez,
constou de 12 animais, injetados intracisternalmente com
10 µL de solução a 0,1% de BE em salina a 0,9% estéril,
sendo 2 animais perfundidos para cada período aos 1, 2, 3,
7, 14 e 21 dias pós-cirurgia. No grupo III, os ratos foram tra-
tados com CY durante todo o período da realização do
experimento a partir da injeção intracisternal de 10 µL de
BE a 0,1% e foram perfundidos 2 animais, para cada perío-
do, nos dias 1, 2, 3, 7, 14 e 21 pós-cirurgia.

A indução anestésica foi realizada com éter etílico P.A.
por via inalatória e mistura anestésica de 5:1 de cloridrato
de quetamina e cloridrato de xilazina, respectivamente.
Com auxílio de um motor de teto, de uso odontológico e
de uma broca de número 2, foi feito um orifício na calota
óssea a 0,85 cm póstero-diagonalmente e à direita do
bregma até a exposição da duramáter. Esta era aberta com
a própria agulha da seringa de Hamilton utilizada para
injeção de BE ou de solução salina.

Foram injetados 10 µL de solução de BE a 0,1% em sali-
na a 0,9% estéril na cisterna basal dos animais dos grupos
II e III, enquanto que o mesmo volume de solução salina a
0,9% foi igualmente injetado nos animais do grupo I. 

Os animais pertencentes ao grupo III receberam logo
após a cirurgia uma primeira dose de 50 mg/kg de CY (Ge-
nuxal®) por via intraperitoneal e foram tratados com CY
por todo o período do experimento mediante duas doses
semanais de 50 e 30 mg/kg respectivamente, intraperito-
nealmente administradas com um intervalo mínimo de 72
horas entre elas.

A perfusão intracardíaca foi realizada com solução de
formol a 10% em tampão fosfato de Sorensen (pH neutro).
Os animais foram profundamente anestesiados, utilizando-
se éter etílico P.A. por via inalatória e, intraperitonealmente,
mistura anestésica de 5:1 de cloridrato de quetamina e clo-
ridrato de xilazina, respectivamente. Os animais foram per-
fundidos pela artéria aorta por aproximadamente 15 a 20
minutos ou até serem perfundidos 250 mL de solução. Após
perfusão, o tronco encefálico foi removido e separado em
mesencéfalo e ponte, os quais foram imersos em solução
fixadora de formol a 10% em tampão fosfato de Sorensen
(pH neutro). 

A metodologia de acesso à cisterna basal e subseqüente
injeção de BE ou salina foi previamente descrita por Bondan
e col.22.

As amostras permaneceram em solução fixadora por,
no mínimo, 72 horas para desidratação, diafanização e in-
clusão em parafina. Foram selecionados alguns blocos a
partir da observação das lâminas coradas por H-E. Cortes
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histológicos dos mesmos foram colhidos em lâminas silani-
zadas e, posteriormente, os cortes foram desparafinados.
O método de desmascaramento antigênico realizado para
os anticorpos anti-GFAP e anti-VIM foi através de microon-
das; para o anticorpo anti-ED1 o método de desmascara-
mento antigênico utilizado foi o proteolítico através da
aplicação de pronase. A peroxidase endógena foi bloqueada
incubando-se as lâminas por 30 minutos em metanol con-
tendo 30% de peróxido de hidrogênio PA.

Para a marcação imuno-histoquímica da GFAP, VIM e
ED1, o método utilizado foi o da avidina-biotina segundo
Hsu e colaboradores23, sendo cada etapa intercalada por
lavagem das lâminas em solução salina tamponada com
fosfato. Os cortes foram incubados, em câmara úmida, a
4ºC, por 16 horas, com o anticorpo primário anti-GFAP (Rab-
bit anti-cow GFA, code number ZO334, Dako), padronizado
na diluição 1:1000, ou com o anticorpo primário anti-VIM
(Mouse anti-swine VIM, code number M0725, Dako), pa-
dronizado na diluição de 1:200 ou com anticorpo primário
anti-ED1 (mouse anti-rat ED1 antigen/purified, code number
MCA341R , Serotec), padronizado na diluição 1:100 (conside-
radas as mais adequadas após prévia titulação). Posterior-
mente, foi realizada a incubação dos cortes por 30 minutos
com anticorpo secundário biotinilado na diluição de 1:100
e, após, a aplicação por 30 minutos do conjugado estrepta-
vidina-biotina-peroxidase (Novostain Super ABC Kit,
Novocastra), diluído em solução salina tamponada com fos-
fato. Foi aplicada solução substrato de peroxidase (peróxido
de hidrogênio a 0,02% com diaminobenzidina a 0,1% em
salina tamponada). Finalmente, os cortes foram lavados,
contracorados com hematoxilina, desidratados, diafanizados
e montados com resina sintética. 

O presente estudo foi aprovado pela comissão de bio-
ética da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da
Universidade de São Paulo (FMVZ - USP).

RESULTADOS 
Nos animais do grupo I (animais injetados com sa-

lina), pequenas lesões, limitadas à região da ponte
e induzidas pelo traumatismo da injeção, com presen-
ça de edema, foram observadas. Observou-se preser-
vação dos astrócitos GFAP-positivos e VIM-negativos
e marcação menos intensa para GFAP em relação aos
grupos II e III. Marcação para VIM não foi observada
nos astrócitos centrais ou periféricos do local injetado.
Houve marcação de alguns macrófagos para ED1 aos
3 e 7 dias após a injeção de BE.

No grupo II (animais injetados com BE, mas não
tratados com CY), as lesões induzidas pelo gliotóxico
na cisterna basal apresentaram extensão variável ao
longo do tronco encefálico, estendendo-se, em alguns
animais, desde o mesencéfalo até o término da pon-
te, onde chegavam a comprometer de 1/3 a 1/2 da
mesma ventralmente, em proximidade às meninges.
Observou-se, 1 dia pós-injeção do BE, o desapareci-
mento dos astrócitos normais (GFAP+VIM-) do centro

da lesão. Aos 2 dias pós-injeção de BE, alguns macró-
fagos começaram a apresentar marcação para ED1
na área central da lesão.

Aos 3 dias, visualizaram-se células GFAP-positivas
e VIM-positivas dotadas de prolongamentos espessa-
dos nas bordas da área lesada, e grande quantidade
de macrófagos marcados pelo anticorpo anti-ED1 no
centro lesional. Aos 7 dias pós-injeção, observaram-
se áreas de aspecto pseudocavitário com aumento
do espaço extracelular, intensa imunorreatividade
para GFAP e presença de grande número de células
VIM-positivas no sítio lesional (Figs 1 e 2). Houve mar-
cação de grande número de macrófagos na área de
lesão através do anticorpo anti-ED1 .

Aos 14 dias, foi encontrada melhor organização
do tecido, porém mantendo a presença de edema e
o aumento do espaço extracelular na região da lesão,
com presença de numerosas células ED1-positivas.

Apesar do relativo desaparecimento central de
células marcadas para GFAP, foi observado, nas bordas
da área lesada e ao longo do trajeto da agulha, vigo-
rosa reação astrocitária, evidenciada por prolonga-
mentos celulares espessados fortemente marcados
para GFAP e VIM. Enquanto o aumento da marcação
para GFAP ocorreu em astrócitos mais distantes das
bordas da lesão, a imunorreatividade para VIM foi
expressa apenas nas margens imediatas da área de
injúria induzida pelo gliotóxico.

Já aos 21 dias, observou-se grande quantidade de
macrófagos marcados para ED1, porém em número
aparentemente menor que o encontrado aos 3 e 7
dias pós-injeção de BE. Nos diferentes períodos avalia-
dos, foram encontrados pequenos focos hemorrágicos
resultantes do traumatismo da injeção.

Nos animais do grupo III (injetados com BE e trata-
dos com CY), a extensão, bem como a aparência his-
tológica das lesões induzidas foram semelhantes
àquelas observadas no grupo II. Em relação à marca-
ção imuno-histoquímica para GFAP e VIM, não houve
qualquer diferença aparente neste grupo em relação
ao grupo II. Quanto à marcação imuno-histoquímica
para ED1, não foi possível a observação de macrófa-
gos marcados para o mesmo até o terceiro dia pós-
injeção de BE.

Aos 3 dias, no entanto, embora já fosse observada
a presença de células ED1-positivas na área de lesão,
podia-se constatar que o número das mesmas era
bastante inferior àquele encontrado no mesmo perío-
do do grupo II.

No 7º dia, a presença de macrófagos marcados
para ED1, apesar de maior em relação ao 3º dia, ainda
se apresentava inferior à encontrada no grupo II. Aos
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Fig 1. Astrócitos fortemente marcados para GFAP em área de periferia da lesão 7 dias pós-injeção de BE em animais

imunocompetentes. Observam-se os prolongamentos astrocitários espessados. Grupo II. Obj. 400x.

Fig 2. Astrócitos fortemente marcados para VIM em área de periferia da lesão 7 dias pós-injeção de BE em animais

imunocompetentes. Observa-se re-expressão de VIM nos astrócitos e prolongamentos espessados. Grupo II. 

Obj. 400x.

Neuro 16.qxp  25.09.06  14:43  Page 790



Arq Neuropsiquiatr 2006;64(3-B) 791

14 dias, porém, o número de células ED1-positivas
ultrapassou aquele observado nas lesões dos animais
imunocompetentes (Fig 3). Finalmente, aos 21 dias
pós-injeção do BE, o número de células ED1-positivas
voltou a diminuir tornando-se menor que o encon-
trado no grupo II.

O número de células encontradas nas lâminas mar-
cadas para ED1 em aumento de 100x consta da Ta-
bela. Os espaços assinalados com um traço são de
lâminas referentes a períodos em que não se visuali-
zaram células ED1-positivas. A Tabela considera so-
mente as lâminas de animais nos quais se encontrou

a lesão pelo BE. Por esse motivo, observa-se número
menor de animais em relação aos que foram sub-
metidos ao processo cirúrgico de injeção do glio-
tóxico. A contagem de células ED1-positivas nas lâmi-
nas dos animais do grupo I (injetados com solução
salina a 0,9%) não é apresentada, pois a resposta ma-
crofágica observada foi eventual e atribuída apenas
ao trauma da injeção. Foi realizada análise estatística
dos resultados da Tabela empregando-se o teste t de
Student para medir a significância das diferenças
entre as médias dos grupos. A significância estatística
foi aceita em α≤0,05.

Fig 3. Macrófagos marcados pelo anticorpo anti-ED1 em área central de lesão, 14 dias pós-injeção de BE em animal

imunossuprimido com ciclofosfamida. Grupo III. Obj. 400x.

Tabela. Número de células ED1-positivas observadas nos animais dos grupos II (animais imunocompetentes) e III (animais imunossu-

primidos com CY) nos períodos de 1, 2, 3, 7, 14 e 21 dias pós-injeção de BE.

Número de células ED1-positivas por período

1 dia 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Grupo II III II III II III II III II III II III

Animal 1 – – 96 – 338 61 216 158 130 141 112 101

Animal 2 – – 90 – 330 65 234 172 125 225 159 112

Média± 93±4,2 334±5,7 63±2,8* 225±12,7 165±9,9* 127,5±3,5 183±59,4* 135,5±33,2 106,5±7,8*

desvio-padrão

*p≤0,05 para o grupo III comparado com o grupo II, conforme calculado pelo teste t de Student.
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DISCUSSÃO

A resposta astrocitária pode ser de 2 tipos, de
acordo com o tipo de dano provocado: isomórfica,
na qual os processos astrocitários apresentam-se
orientados pelos elementos teciduais preservados e
o arranjo dos feixes de filamentos gliais é uniforme
e paralelo; anisomórfica, na qual sua disposição é
irregular ao redor de lesão geralmente causadora de
dano morfológico grosseiro, com ruptura da barreira
hematoencefálica9,24. Em função da ação gliotóxica
seletiva do BE sobre as células gliais, poupando os
axônios presentes e a arquitetura vascular básica do
local, o padrão reativo isomórfico foi preponderante
em relação ao anisomórfico, que se limitou às regiões
referentes ao trajeto da agulha no sentido dorso-
ventral22,25. Fernaud-Espinosa e col.24 observaram que
na gliose isomórfica, as células ED1-positivas aumen-
tavam em número gradualmente durante as duas
primeiras semanas pós-lesão, diminuindo lentamente
durante as 2 semanas seguintes.

No presente estudo, a evolução das lesões foi pa-
recida com a descrita por Fernaud-Espinosa e col.24.
Observou-se aumento do número de células ED1-po-
sitivas do terceiro até o sétimo dia pós-lesão nos imu-
nocompetentes e diminuição do número das mesmas
a partir do 14º dia pós-lesão.

Também foi encontrada nos astrócitos reativos a
reexpressão da VIM perdida durante o desenvolvi-
mento normal do SNC. É sabido que a VIM é expressa
mais precocemente que a GFAP durante o desenvol-
vimento embrionário do SNC, porém, durante a se-
gunda e a terceira semana de vida extra-uterina, ten-
de a ocorrer a transição da expressão de VIM isolada
para a de GFAP como principal componente dos fila-
mentos intermediários26,27. 

Observou-se nos animais do estudo que o aumen-
to da marcação de GFAP atingiu astrócitos distantes
das bordas da lesão. Quanto à expressão de VIM,
notou-se que a mesma só incluía os astrócitos imedia-
tamente próximos à área atingida pelo gliotóxico. 

Na presente investigação, embora as células ED1-
positivas tenham sido observadas a partir do segundo
dia pós-lesão, a resposta macrofágica verificada
através da contagem de tais células foi maior aos 3
e 7 dias após injeção de BE, condizendo com as ob-
servações de Fujita e col.28. Observou-se também,
aos14 e 21 dias, número de células menor em relação
aos 3 - 7 dias, o que também confirma os achados de
Fujita e col.28.

Nos animais submetidos ao modelo gliotóxico do
BE e imunossuprimidos com CY, observaram-se células

ED1-positivas a partir do terceiro dia pós-injeção, e
o número das mesmas era inferior ao encontrado nos
animais imunocompetentes no mesmo período de
observação. Por outro lado, aos 14 dias pós-lesão,
observou-se número significativamente maior de
macrófagos no local em relação ao mesmo período
no grupo de animais imunocompetentes (Fig 3). 

Esses achados se aproximam das observações de
Bondan e col.22, que observaram, em estudos de mi-
croscopia eletrônica de transmissão, grandes quanti-
dades de membranas derivadas de mielina no centro
da lesão até 31 dias pós-injeção de BE no tronco ence-
fálico de ratos Wistar imunossuprimidos com CY e
sugeriram tratar-se de uma lenta atividade macrofá-
gica de remoção dos restos mielínicos. Os autores as-
sociaram o retardo na atividade macrofágica à ação
antiinflamatória desempenhada pela CY ao promover
prolongada monocitopenia. Bondan e col.22 observa-
ram que, no modelo do BE, a supressão da função
macrofágica pela CY não pareceu exercer efeito
notável sobre a extensão da desmielinização e que
o processo desmielinizante pareceu resultar mais da
ação gliotóxica primária do agente do que de dano
secundário resultante da liberação de produtos ma-
crofágicos. 

O motivo do aumento verificado em nosso estudo
do número de células ED1-positivas no 14º dia pós-
lesão nos animais tratados com CY em relação aos
imunocompetentes permanece desconhecido. Este
fato já fora sugerido no estudo ultra-estrutural rea-
lizado por Bondan e col.22. Poderia, talvez, ser expli-
cado por um possível atraso no recrutamento monoci-
tário para o sítio lesional e/ou por acúmulo macrofá-
gico decorrente da menor capacidade fagocítica
exibida por tais macrófagos, conforme demonstrado
por Bondan e col.22 com tal droga imunossupressora.

Na presente investigação, o padrão de resposta
astrocitária verificado pela marcação imuno-histoquí-
mica de GFAP e VIM foi semelhante ao observado
nos animais imunocompetentes. Macrófagos/micró-
glia ativada e astrócitos reconhecidamente são capa-
zes de influenciar-se mutuamente, estabelecendo
uma comunicação bidirecional através de fatores so-
lúveis liberados5, porém as respostas macrofágica e
astrocitária podem apresentar-se também desvincu-
ladas em sua expressão final, sob forma de diminui-
ção da primeira com manutenção da segunda, suge-
rindo, assim, que outros fatores influenciem o reparo
tecidual após lesão desmielinizante22.

Conclui-se, portanto, que a injeção de 10 µL do
gliotóxico BE a 0,1% no tronco encefálico de ratos
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Wistar resultou em lesões com grande número de
células ED1-positivas, havendo também a ocorrência
de astrogliose, evidenciada pelo aumento da expres-
são de GFAP e reexpressão de VIM nos astrócitos da
periferia lesional. A ciclofosfamida, por sua vez, apa-
rentemente afetou a resposta macrofágica/microglial,
conforme verificado por diferenças na quantidade
de células ED1-positivas nas lesões. Já o padrão de
resposta astrocitária não foi alterado com o uso da
droga.
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