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RESUMO

MARTINS, M.F.M. Estudo morfol6gico do processo remielinizante no tronco encefélico
de ratos diabéticos tratados com ciclosporina. 2013. 101 f. Tese (Doutorado) — Programa
de Patologia Ambiental e Experimental da Universidade Paulista (UNIP), S&o Paulo, 2013.

A ciclosporina (CsA) demonstrou previamente exercer efeito estimulante no reaparecimento
oligodendroglial e sobre sua atividade remielinizante nas margens das leses induzidas pelo
agente gliotoxico brometo de etidio (BE). Este estudo visa a investigar se essa acao é capaz de
reverter o atraso observado no processo remielinizante desenvolvido pelos oligodendrdcitos
sobreviventes e pelas células de Schwann invasivas nas areas de lesdo em animais tornados
diabéticos, mediante emprego do modelo diabetogénico da estreptozotocina (50 mg/kg, via
intraperitoneal). Foram utilizados 102 ratos Wistar machos, divididos nos seguintes grupos
experimentais: |- ratos diabéticos injetados com 10 microlitros de BE a 0,1% no tronco
encefélico e tratados com CsA (n=20); II- ratos diabéticos injetados com BE e ndo-tratados
com CsA (n=20); Il - ratos diabéticos injetados com solugdo salina a 0,9% e tratados com
CsA (n=10); IV - ratos diabéticos injetados com solucdo salina e ndo-tratados com CsA
(n=10); V- ratos diabéticos (controles histologicos; n=2); VI- ratos ndo-diabéticos injetados
com BE e tratados com CsA (n=20); VII- ratos ndo-diabéticos injetados com BE e ndo-
tratados com CsA (n=20). Os grupos tratados com CsA receberam dose diaria de 10 mg/kg
durante 7 dias e, apds a primeira semana, mediante 3 doses semanais de 10 mg/kg,
administradas com intervalo de, no minimo, 48 horas entre elas. Foram perfundidos por via
intracardiaca dos 7 aos 31 dias pos-injecdo pontina, com colheita de amostras do tronco
encefalico para estudo ultraestrutural por microscopia eletrénica de luz e transmissdo. Os
resultados entre os grupos foram comparados mediante emprego de método semiquantitativo
para registro, em cortes semifinos, da extensdo e da natureza da remielinizacdo apos lesdo
gliotoxica. Nos animais ndo-diabéticos, os resultados mostraram que a administracdo in vivo
de CsA, apoés lesdes desmielinizantes induzidas pelo BE, estimulou a remielinizacdo por
oligodendrdcitos (escores médios de remielinizagdo de 3,72+0,25 para oligodendrdcitos e
1,04+0,39 para células de Schwann) em comparacdo aos animais ndo-tratados (3,13+0,71 e
1,31+0,62, respectivamente). O atraso no processo de remielinizacdo nos animais diabéticos
ficou evidenciado pelos escores de remielinizacdo 2,52+0,71 para oligodendrocitos e
0,73+0,47 para celulas de Schwann. Ja a administragdo de CsA em animais diabéticos foi
capaz de reverter os efeitos deletérios da diabetes mellitus sobre a remieliniza¢do, conforme
observado pelos escores de 3,15+0,5 para oligodendrocitos e 1,36+0,58 para células de
Schwann.

Palavras-chave: Ciclosporina. Diabetes mellitus. Remielinizagéo.



ABSTRACT

MARTINS, M.F.M. Morphological study of remyelinating process in the brainstem of
diabetic rats treated with cyclosporine. 2013. 101 f. Tese (Doutorado) — Programa de
Patologia Ambiental e Experimental da Universidade Paulista (UNIP), S&o Paulo, 2013.

The use of cyclosporine (CsA) has shown to induce an increase in the density of
oligodendrocytes near remyelinating areas following the injection of ethidium bromide (EB),
a demyelinating agent, in the rat brainstem. This study was designed to evaluate if CsA has
the capacity of reverting the delayed oligodendroglial and Schwann cell remyelination found
in streptozotocin-induced (50 mg/kg, intraperitoneal route) diabetic rats. One-hundred and
two wistar rats were divided into the following groups: I- diabetic rats injected in the
brainstem with 10 microlitres of 0.1% EB and treated with CsA (n=20); II- diabetic rats
injected with EB and not treated with CsA (n=20); IlI- diabetic rats injected with 0.9% saline
solution and treated with CsA (n=10); IV- diabetic rats injected with saline solution and not
treated with CsA (n=10); V- diabetic rats (histologic controls, n=2); VI- non-diabetic rats
injected with EB and treated with CsA (n=20); VII- non-diabetic rats injected with EB and
not treated with CsA (n=20). CsA-treated groups received during 7 days and, thereafter, 3
times a week, 10 mg/kg/day of CsA by intraperitonial route. The rats were perfused through
the heart from 7 to 31 days after EB or saline injection and brainstem sections were collected
and processed for light and transmission electron microscopy studies. Results from different
groups were compared by using a semi-quantitative method developed for documenting in
semithin sections the extent and nature of remyelination in gliotoxic lesions. In non-diabetic
rats, results showed that CsA administration following EB injection stimulate
oligodendroglial remyelination (mean remyelination scores of 3,72+0,25 for oligodendrocytes
and 1,04+0,39 for Schwann cells) in comparison to non-treated animals (3,13+0,71 and
1,31+0,62, respectively). The delayed remyelination in diabetic rats was evident observing the
mean scores of 2,52+0,71 for oligodendrocytes and 0,73%0,47 for Schwann cells, although
CsA given to diabetic rats was capable of reverting the deleterial effects of diabetes on
remyelination, as seen by the scores 3,15+0,5 for oligodendrocytes and 1,36+0,58 for
Schwann cells.

Key words: Cyclosporine. Diabetes mellitus. Remyelination.
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1 INTRODUCAO

A desmielinizacdo primaria € uma alteracdo comum num grande ndmero de estados
patoldgicos de ocorréncia natural no homem e demais animais (FRANKLIN; KOTTER,
2008), incluindo intoxicagdes, desordens nutricionais e metabdlicas, infeccBes virais, danos
mecanicos, doencas autoimunes e inflamatorias (LAZZARINI, 2004). A natureza do processo
desmielinizante, bem como o desfecho apos a perda das bainhas de mielina, difere em cada
doenca e em cada localizacdo dentro do sistema nervoso. Ainda gque, na maioria das vezes, 0
processo termine com o reparo mielinico completo no sistema nervoso periférico (SNP), isto
nem sempre ocorre no sistema nervoso central (SNC) (FRANKLIN; KOTTER, 2008).

Com a finalidade de estudar a fisiopatologia do processo de desmielinizagdo-
remielinizacdo, numerosos modelos experimentais que mimetizam as condicdes espontaneas
tém sido desenvolvidos. Tais modelos séo utilizados com o objetivo de permitir o
conhecimento dos eventos celulares envolvidos, bem como sugerir formas de intervencao
terapéutica com o potencial de estimular o reparo mielinico, buscando-se encontrar respostas
a constatacao da limitada e incompleta remielinizacdo nas doencas desmielinizantes do SNC,
notadamente na esclerose maltipla (EM).

Diversos estudos acerca da desmielininizagdo e da remielinizagdo no SNC tém sido
empreendidos baseados no emprego do brometo de etidio (BE), uma droga intercalante
gliotoxica (YAJIMA; SUZUKI, 1979; BLAKEMORE, 1982; GRACA; BLAKEMORE,
1986; REYNOLDS; WILKIN, 1993; BONDAN et al., 1999a, 1999b, 2000, 2002, 2003, 2004,
2006, 2008; SANCHEZ et al., 2006).

Tentativas de modulacdo farmacoldgica do processo remielinizante no tronco
encefalico e medula espinhal de ratos Wistar, submetidos experimentalmente ao modelo
gliotoxico do BE, foram realizadas com o emprego dos agentes imunomoduladores
ciclofosfamida, dexametasona e ciclosporina. O emprego de tais agentes modificadores das
respostas imune e inflamatdria foi capaz de induzir variag6es na biologia do reparo do tecido
nervoso poés-injecdo do gliotoxico, ndo se encontrando, no entanto, evidéncias de que as
alteracdes celulares observadas tenham resultado diretamente de vias relacionadas com a
supressdo da atividade linfocitaria (BONDAN et al., 1999a, 2000, 2004, 2008).

O tratamento com ciclosporina foi capaz de alterar o padrdo basico, temporal e
espacial, do processo de remielinizagdo e de reparo da lesdo, com aparente aceleracdo da
reconstrugdo mielinica em comparacdo aos animais nao-tratados com o imunossupressor,
persistindo o achado de infiltracdo linfocitaria (BONDAN et al., 2008).



A diabetes mellitus € uma condi¢do patoldgica, que se desenvolve por disfuncdo na
producdo de insulina e/ou pela diminuicdo de sua agdo nos tecidos-alvo, acarretando
distdrbios metabdlicos amplos. Da miriade de complicacdes dela decorrentes, encontram-se,
no contexto da resposta inflamatdria e de reparo, por exemplo, a diminuicdo da atividade
macrofagica, a perturbacdo da exsudacdo leucocitéria e o consequente atraso geral no
processo de cicatrizagdo (COTRAN et al., 2000).

Nervos periféricos, encéfalo e medula espinhal podem ser afetados na diabetes de
longa duracdo. Comumente, é encontrada a neuropatia periférica simétrica, caracterizada por
lesdo das células de Schwann, degeneragdo mielinica e dano axonal (COTRAN et al., 2000).

Tanto os modelos animais espontaneos quanto os induzidos tém sido amplamente
utilizados no estudo da fisiopatologia do quadro, sua prevencao e tratamento (MATH, 1995).
O modelo experimental de diabetes mellitus, quimicamente induzido por estreptozotocina,
causa a degeneracdo irreversivel das células B do pancreas (RAZA; JONH, 2012).

O emprego simultaneo dos modelos gliotoxico do BE para desmielinizacdo e da
estreptozotocina para inducdo de diabetes mellitus acarretou atraso na atividade macrofagica e
menor remielinizacdo, tanto por oligodendrécitos quanto por células de Schwann em
comparacao aos animais nao-diabéticos injetados com BE (BONDAN et al., 2006).

Animais diabéticos apresentaram ainda atraso na recuperacdo da barreira
hematoencefalica em comparacdo aos ndo-diabéticos, com vazamento de particulas de
carbono até 15 dias ap0s injecdo do BE, sugerindo prejuizo também na resposta astrocitaria
frente ao gliotoxico (BONDAN; LALLO, 2008).

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de inibir a desmielinizacao e/ou
acelerar a remielinizacdo é alvo de especial atencdo na pesquisa corrente a respeito das
doencas desmielinizantes do SNC, uma vez que a maioria dos tratamentos utilizados, na
atualidade, sdo desenvolvidos visando a suprimir componentes patogénicos hipotetizados,
como o sistema imune, e séo baseados apenas no alivio sintomatico.

Com base em resultados prévios e promissores, envolvendo o emprego da ciclosporina
frente & desmielinizacdo induzida pelo BE (BONDAN et al., 2008), torna-se importante
observar se seu emprego pode reverter o atraso observado em animais diabéticos quanto a
reconstrucdo mielinica (BONDAN et al., 2006; BONDAN; LALLO, 2008).



2 OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo investigar morfologicamente os eventos celulares
envolvidos no processo de desmielinizacdo e remielinizacdo do tronco encefélico, apds
injecdo do BE em ratos Wistar, previamente submetidos ao modelo experimental
diabetogénico e tratados com ciclosporina (CsA). Os resultados serdo comparados com
aqueles induzidos pelo BE em animais ndo-diabéticos e tratados com CsA e em diabéticos
ndo-tratados com o imunossupressor, a fim de se determinar se 0 uso da CsA é capaz de
interferir na resposta glial e no processo de reparo das bainhas de mielina p6s-injecdo do
gliotdxico, reparo comprovadamente prejudicado na diabetes mellitus em funcdo da

perturbacao da secrecdo insulinica e dos disturbios metabolicos dela decorrentes.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Neuronios e Células Gliais

O sistema nervoso central (SNC) tem como subdivisdo anatbmica o encéfalo,
composto pelo cérebro, cerebelo e tronco encefalico, e a medula espinhal. Em associ¢do com
0 sistema nervoso periférico (SNP), formado por ganglios e nervos, que estabelecem a
comunicacdo entre os 6rgdos centrais e 0s demais 6rgdos, constitui o principal centro de
controle do organismo, responsavel pela organizacdo e pela coordenacdo da maioria das
funcdes organicas (GUYTON; HALL, 2010).

Os tipos celulares que compdem o sistema nervoso sao 0s neurdnios e a neurdglia ou
glia (AIZENMAN et al., 1989; GRITTI; BONFANTI, 2007). No SNC, a neurdglia €
composta por células ependimarias, pela micréglia e pela macréglia, esta compreendendo 0s
astrocitos (protoplasmaticos e fibrosos) e os oligodendrocitos (interfasciculares e satélites
perineuronais). No SNP, a glia é representada pelas células de Schwann. Em conjunto, essas
células exercem diferentes funcBes na regulacdo e na manutencdo do microambiente neural
(SOSA; FORSTHUBER, 2011).

Os mamiferos adquirem seu conjunto total de neurdnios corticais durante a primeira
metade da gestacdo. Durante a embriogénese, neurdnios e glia originam-se de células tronco
neuroepiteliais, que proliferam ativamente durante o periodo embrionéario tardio e p6s-natal
precoce (DOETSCH et al., 1997; BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; SALLIS et al., 2011). A
glial radial é composta de células, recentemente descobertas, como precursoras durante a
neurogénese, sendo também chamadas de células-tronco neurais, que surgem no
desenvolvimento de células neuroepiteliais. De acordo com pesquisas recentes, durante 0s
estagios finais do desenvolvimento cortical, as células da glia radial se dividem
assimetricamente na zona ventricular (ZV) para gerar células da glia radial, os neurénios pés-
mitoticos e as celulas progenitoras intermediarias. As células progenitoras intermediarias
depois se dividem simetricamente na zona subventricular (ZSV) para gerar mais neurénios.
Durante a gliogénese, as células da glia radial se diferenciam em astrdcitos. O termo ‘células
da glia radial’ refere-se as suas duas caracteristicas importantes, seus longos processos radiais,
que se estendem a partir da ZV para a superficie pial, e suas propriedades gliais, tais como o
teor de granulos de glicogénio, a expressdo do transportador de glutamato astrécito-
especifico e de proteina glial fibrilar acida (GFAP) (KRIEGSTEIN; BUYLLA, 2009). A

ZSV, presente no final da gestacdo e no inicio do periodo pos-natal de mamiferos, é uma



importante fonte de astrécitos e de oligodendrécitos, embora os astrécitos também possam se
desenvolver a partir da glia radial. A maturacdo dos oligodendrdcitos e dos astrdcitos ocorre
no SNC de mamiferos, em grande parte no periodo pos-natal (BAUMANN; PHAM-DINH,
2001; SALLIS et al., 2011). Os oligodendrocitos subsequentemente se desenvolvem a partir
de uma célula progenitora chamada célula progenitora de oligodendrécito (OPC)
(RICHARDSON et al., 2011).

As células da glia sdo necessarias para o desenvolvimento neuronal correto e para as
funcbes dos neurdnios maduros (GRITTI; BONFANTI, 2007). A capacidade das células
gliais de responder as mudancas no ambiente celular e extracelular é essencial para o
funcionamento do sistema nervoso. As células da glia constituem a grande maioria das células
do sistema nervoso. Apesar de seu nimero e seu papel durante o desenvolvimento, a sua
participacdo ativa na fisiologia do SNC e as consequéncias de sua disfuncdo tém sido
enfatizadas ha apenas alguns anos (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

3.1.1 Oligodentrécitos

Os oligodendrécitos sdo as células mielinizantes do SNC. Produzem e mantém os
internodos das bainhas de mielina durante toda a sua vida, permitindo a conducao saltatoria e,
portanto, a comunicacdo rapida entre 0 SNC e o restante do corpo. Essas células também
envolvem os nodos de Ranvier e as sinapses, juntamente com astrocitos, e ajudam a manter a
homeostase, inclusive da atividade elétrica neuronal (BLASCHUK; CONSTANT, 1998;
SALLIS et al., 2011).

As células precursoras de oligodendrécitos (OPCs) se originam de células gliais da
zona subventricular (ZSV), em estagios muito iniciais durante a vida embrionaria (SALLIS et
al.,, 2011). Os oligodendrdcitos sdo gerados a partir desses precursores migratérios e
mitoticos, e amadurecem em células pds-mitéticas produtoras de mielina (BLASCHUK;
CONSTANT, 1998; HU et al, 2004; BRADL; LASSMANN, 2010; SALLIS et al., 2011).

As OPCs migram longas distancias desde a matriz germinal e preenchem o sistema
nervoso em desenvolvimento para formar a substancia branca em todo o encéfalo (LEVISON;
GOLDMAN, 1993; SALLIS et al., 2011). Como os oligodendrocitos maduros ndo podem
migrar, o impedimento da diferenciacdo prematura de progenitores é essencial para garantir
que chegardo ao seu destino final com sucesso. A diferenciacdo prematura de
oligodendrocitos é efetivamente impedida por um mecanismo de inibicdo que ocorre na

gliogénese, a via Notch (WANG et al.,1998). A Notch € uma proteina transmembrana grande,



que interage com seus ligantes de membrana presentes na superficie das células e ativa vias de
sinalizacdo intracelulares especificas, traduzindo sinais inibitérios do citoplasma para o
nucleo e, como consequéncia, reprimem a diferenciacéo celular (BLASCHUK; CONSTANT,
1998; WANG et al.,1998; HU et al, 2004). A hipdtese de que, mesmo apds o
desenvolvimento concluido, a via Notch pode ajudar a manter algumas células-tronco de
mamiferos e células precursoras em tecidos adultos, impedindo-as de diferenciacéo,
permitindo a possibilidade de geracdo de novas células na renovacdo ou em tecidos
danificados (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

As OPCs migram extensivamente por todo SNC, antes de sua diferenciacdo final. Os
oligodendrdcitos tém de estender os processos de forma similar a extensdo dos corpos
celulares neuronais, e algumas moléculas da matriz extracelular (MEC) (BAUMANN;
PHAM-DINH, 2001), fatores de crescimento e interacdo com outras células neurais (SALLIS
et al., 2011) desempenham um papel instrutivo no controle da migracao dos oligodendrocitos
(BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

As OPCs expressam um conjunto distinto de receptores de integrina (MILNER et al.,
1996), podendo mediar interagdes especificas com componentes da MEC, como
trombospondina-1, que também poderiam estar envolvidos na regulacdo da migracdo
(SCOTT; FREBOG, 1997). Apds a sua migracdo, as OPCs se estabelecem junto aos tratos de
fibras da futura substancia branca e depois se transformam em pré-oligodendrdcitos, células
gue mantém a propriedade de divisdo celular e adquirem o marcador O4 (anticorpo
monoclonal da superficie celular). Nesta fase, s&0 menos mdveis e perdem a sua resposta
mitogénica ao fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (GAO et al., 1998).

Os pré-oligodendrécitos tornam-se oligodendrécitos imaturos, caracterizados pelo
aparecimento do marcador GalC (galactocerebrosideo) e pela perda da expressdo de antigenos
GD3 (disialogangliosideo) e A2B5 (poligangliosideo de superficie) na superficie celular
(BAUMANN; PHAM-DINH, 2001). Os neurbnios aumentam a expressdo dos genes de
mielina, como proteina proteolipidica (PLP), proteina basica de mielina (MBP) e
glicoproteina associada a mielina (MAG) (MATSUDA et al., 1997). A presenca da
glicoproteina da mielina de oligodendrécito (MOG) se correlaciona com 0s estagios de
maturacao dos oligodendrocitos (SOLLY et al., 1996; BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

O numero final de oligodendrécitos maduros mielinizantes é determinado pela taxa
proliferativa dos seus progenitores e pelo processo de apoptose que ocorre durante o
desenvolvimento. Como 0s oligodendrdcitos se diferenciam por dltimo no SNC, seu

desenvolvimento pode ser influenciado por sinais derivados de outros tipos de células neurais,



como astrocitos e neurdnios. Os resultados na sinalizacdo de axonio a oligodendrdcitos geram
0 ndmero preciso necessario para mielinizar inteiramente uma determinada populacdo de
axonios (SALLIS et al., 2011).

O oligodendrocito € uma célula formadora de mielina, mas também ha
oligodendrocitos satélites que podem ndo se conectar diretamente a bainha de mielina.
Oligodendrdcitos satélites sdo perineuronais e podem servir para regular o microambiente ao
redor dos neurdnios na substancia cinzenta (BRADL; LASSMANN, 2010; SALLIS et al.,
2011). Entre os fatores que promovem a diferenciacdo e maturacdo do oligodendrdcito com
vistas a mielinizacdo encontram-se, in vivo e in vitro, o IGF-1 (fator de crescimento 1
semelhante a insulina), o PDGFa-R (receptor de PDGF) in vitro, o CNTF (fator neurotréfico
ciliar) a NT3 (neurotrofina 3) e 0 NG2 (proteoglicano nuclear) in vivo, agindo de modo a
garantir a sobrevivéncia celular e a continuidade de sua funcdo (SALLIS et al., 2011).

Uma série de caracteristicas distinguem de forma consistente oligodendrécitos de
astrocitos, em particular, o seu menor tamanho, sua maior densidade citoplasmética e nuclear
(com cromatina densa), a auséncia de filamentos intermediarios (fibrilas) e de granulos de
glicogénio no citoplasma e a presenca de um grande namero de microttbulos (25 nm) em seus
processos, podendo envolver sua estabilidade. Um oligodendrdcito estende muitos processos,
cada um deles faz contato e envelopa repetidamente um trecho de axdnio com subsequente
condensacdo dessa membrana multiespiral, formando, assim, a bainha de mielina (BRADL,
LASSMANN, 2010).

Os oligodendrdcitos, em cortes semifinos de tecido nervoso incluido em resina e
corado pelo azul de toluidina, tém nucleos redondos ou ovais, com densidade relacionada
inversamente ao tamanho celular, e contornos celulares imprecisos. A densidade
citoplasmatica também é variavel e possui relacdo com o aspecto do nucleo. Assim, células
maiores sdo mais palidas do que células menores (SALLIS et al., 2011).

Na microscopia eletrénica, os oligodendrocitos apresentam um amplo espectro de
variagdes morfoldgicas, envolvendo distintas densidades citoplasmaticas e diferentes graus de
condensacdo da cromatina nuclear. Pesquisadores distinguiram trés tipos de oligodendrdcitos:
claros, médios e escuros. No tipo escuro, o citoplasma é mais denso. Com base na marcacéao
com timidina, os oligodendrdcitos claros sdo a maioria das células em diviséo ativa e tornam-
se progressivamente escuros a medida que amadurecem (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001;
SALLIS et al., 2011). Os oligodendrocitos médios e escuros relacionam-se com multiplos
axonios. A quantidade de mielina que cada oligodendrécito produz, ndo varia muito entre as

células, embora nimeros absolutos dependam do numero final de axénios a que a célula



serve. No aspecto ultraestrutural o nucléolo é proeminente e identificavel nas células mais
palidas. O citoplasma do oligodendrocito interfascicular é de alta densidade devido a presenca
de grande nimero de pequenos granulos entre as organelas. O reticulo endoplasmatico rugoso
é proeminente, bem como os ribossomos livres ou em rosetas. As mitocéndrias sdo evidentes.
O complexo de Golgi é bem desenvolvido (SALLIS et al., 2011).

3.1.2 Astrocitos

Dentre as células gliais presentes no SNC dos mamiferos, os astrdcitos contituem as
maiores e mais numerosas delas (PEKNY; PEKNA, 2004; SANCHEZ et al., 2006; RAMOS
et al., 2011; HINDINGER et al., 2012), excedendo o nimero de neurbénios na proporcdo de
10:1 (RAMOS et al., 2011). A caracteristica mais notavel dessa célula é a sua resposta
vigorosa a diversos tipos de agentes agressores, incluindo a astrocitose (aumento de seu
namero) e a astrogliose (aumento de sua dimensdo) (GUO et al., 2007). Para tal, os astrécitos
sofrem transformacdes celulares e bioquimicas com consequente aumento da intensidade de
marcacdo da proteina glial fibrilar acida (GFAP) e recuperacdo da capacidade de expressar a
vimentina (VIM) perdida durante o desenvolvimento normal do tecido (MENET et al., 2001;
SANCHEZ et al., 2006; GUO et al., 2011).

Desde o século XIX, os astrocitos foram divididos em dois subtipos principais,
protoplasmatico e fibroso, com base em diferencas na morfologia celular e na localizacéo
anatdmica. Os astrocitos protoplasmaticos sdo encontrados em toda a substancia cinzenta e,
como primeiro demonstrado por meio de técnicas classicas de impregnacao de prata, exibem
uma morfologia de multiplas ramificacfes, originando muitos processos curtos e finamente
ramificados. Sdo grandes, pouco corados e tém ndcleo ovoide. Os astrocitos fibrosos séo
encontrados em toda a substancia branca e exibem a morfologia de muitos processos longos,
finos e pouco ramificados, com pouco citoplasma (RAMOS et al., 2011).

Estudos neuroanatdmicos indicam também que ambos os subtipos fazem contato com
0s vasos sanguineos. Analises de microscopia eletrdnica da metade do século vinte revelaram
gue o0s processos de astrocitos protoplasmaticos envolvem sinapses e 0s processos de
astrocitos fibrosos tocam os nodos de Ranvier. Alem disso, ambos os tipos de astrocitos
formam juncOes comunicantes entre 0s processos distais de astrocitos vizinhos
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010; MAGNOTTI et al.,, 2011; RAMOS et al.,, 2011). Os
processos também formam uma rede subpial e subependiméria densa chamada de glia
limitante ou membrana limitante glial (MLG) (RAMOS et al., 2011).



As técnicas imuno-histoquimicas que permitem a deteccdo de marcadores moleculares
especificos para um determinado tipo celular, sdo ferramentas essenciais para a identificacdo e
caracterizacdo de células no tecido saudavel e doente (KAWANO et al., 2012). A expressdo
da proteina glial fibrilar &cida (GFAP) se tornou um marcador prototipico para a identificacao
imuno-histoquimica de astrdcitos (AIZENMAN et al., 1989; TORAN-ALLERAND et al.,
1991; KAWANO et al., 2012).

Os astrocitos recobrem todo 0 SNC de uma maneira continua e ndo se sobrepdem, ou
seja, o0 arranjo ¢ um fendmeno ordenado e bem organizado. N&o existem regifes do SNC
desprovidas de astrécitos. Foi demonstrado que, no SNC saudavel, os astrocitos
protoplasmaticos tém dominios sem sobreposi¢do na substancia cinzenta, de tal forma que
apenas as extremidades mais distais dos processos astrocitarios interdigitam com outras e,
assim, fornecem o substrato para a formacdo das jungdes comunicantes detectadas em nivel
ultraestrutural. Dominios similares de astrocitos parecem existir na substancia branca
(NEDERGAARD et al., 2003; SEIFERT et al., 2006; LUTZ et al., 2009).

Os astrocitos expressam canais de sédio e potassio, podem exibir influxo, mas,
diferentemente dos neurénios, ndo disparam ou propagam potenciais de a¢do ao longo de seus
processos (BARRES, 2008). Isso ndo significa que séo fisiologicamente 'silenciosos’. Os
astrocitos apresentam aumento regulado na concentracdo de calcio intracelular, o que
representa uma forma de excitabilidade, tendo significancia funcional na comunicacao
intracelular (NEDERGAARD, et al., 2003; BARRES, 2008; SOFRONIEW; VINTERS,
2010).

Algumas moleculas formadas por astrocitos participam na orientacdo da migracdo dos
axdnios em desenvolvimento e de certos neuroblastos. Além disso, sdo essenciais para a
formacdo e funcdo de sinapses em desenvolvimento, por meio da liberacdo de sinais
moleculares, como a trombospondina. Os astrocitos também parecem influenciar a eliminagédo
dos restos sinapticos, lancando sinais que induzem a expressdo da fragdo Clqg do
complemento nas sinapses, marcando-as para a eliminacdo pela microglia (BARRES, 2008).
Quanto a substancia branca, a perda ou disfuncdo de conexinas e jungfes comunicantes dos
astrocitos leva a desmielinizacdo (LUTZ et al., 2009; RAMOS et al., 2011).

Os astrdcitos fazem contato e tém mudltiplas interagdes bidirecionais com 0s vasos
sanguineos, incluindo a regulacéo do fluxo sanguineo local do SNC (KOEHLER et al., 2009;
SOFRONIEW:; VINTERS, 2010). Estudos mostram que essas células produzem e liberam
varios mediadores moleculares (RAMOS et al., 2011), como o éxido nitrico, a prostaglandina

E (PG-E), e outros metabolitos do acido araquidodnico, que podem aumentar ou diminuir o



didmetro dos vasos sanguineos do SNC, modificando, o fluxo sanguineo de forma coordenada
(KOEHLER et al., 2009; SOFRONIEW; VINTERS, 2010; RAMOS et al., 2011).

Os processos astrocitarios envolvem, todas as sinapses e exercem funcdes essenciais
na regulacdo da concentracdo de fluido e de ions, assim como no pH e na homeostase da
transmissao sinéptica (SEIFERT, et al., 2006). Expressam altos niveis de transportadores para
0 glutamato, 4&cido gama-aminobutirico (GABA) e glicina para a remocdo desses
neurotransmissores da fenda sinaptica (SEIFERT et al., 2006; SOFRONIEW; VINTERS,
2010; RAMOS et al., 2011). As redes de astrdcitos sdo capazes de remover rapidamente ions
e pequenas moléculas, tais como potassio e glutamato, e prevenir seus acimulos prejudiciais
(SEIFERT et al., 2006; RAMOS et al., 2011).

Os astrocitos fazem contribui¢fes importantes para o metabolismo do SNC. Embora
seja conhecido ha muitos anos que essas células sdo os principais locais de armazenamento
dos gréanulos de glicogénio no SNC, e o maior acumulo de glicogénio ocorre justamente nos
astrocitos de areas de alta densidade sinaptica, a contribuicdo funcional desses estoques foi
originalmente desconsiderada. Provas irrefutaveis demonstram que a utilizacdo de glicogénio
astrocitario pode sustentar a atividade neuronal durante a hipoglicemia e em periodos de alta
atividade neuronal. O contetdo de glicogénio dos astrécitos pode ser modulado por
neurotransmissores como o glutamato e os metabdlitos da glicose podem ser transportados
pelas jungdes comunicantes. Outras linhas de evidéncia indicam que, durante a hipoglicemia,
0 glicogénio dos astrécitos decompde-se em lactato, e é transferido para elementos neurais
adjacentes, tanto nas sinapses da substancia cinzenta quanto em axénios da substancia branca,
onde é utilizado como combustivel aerébico (BROWN; RANSON, 2007; SOFRONIEW,;
VINTERS, 2010; DINUZZO et al., 2012).

Os astrocitos relacionam-se com o suporte mecanico para os oligodendrécitos durante
a mielinizac&o, o reparo apds agressdes no tecido nervoso, a produgdo e secrecdo de proteinas
da matriz extracelular, bem como com a sintese de moléculas de adesdo, de fatores
neurotroficos e promotores do crescimento de neuritos, a inducdo e manutencdo das
caracteristicas da barreira hematoencefalica, a fagocitose de restos celulares e fungdes imunes,
tais como secregéo de citocinas (IL-1, IL-3, IL-6, IFN-y e B, TNF) e expressao de moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e I (MONTGOMERY,
1994; SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma barreira de difusdo que impede o influxo de
certas moléculas para o interior do parénquima nervoso com base na polaridade e no tamanho

das mesmas (ABBOTT et al., 2006). Os principais constituintes celulares da BHE séo as



células endoteliais dos capilares do SNC, que formam jungdes intimas e sdo rodeadas por uma
lamina basal, pericitos perivasculares e pés astrocitarios (ABBOTT, 2002; ABBOTT et al.,
2006; SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Os principais componentes funcionais da BHE sdo as jungdes endoteliais intimas.
Numerosas provas in vitro indicam que os astrdcitos podem induzir propriedades da barreira
em endotélio cerebral e em outras células endoteliais, bem como em células epiteliais
relacionadas, validando o papel dos astrocitos na inducdo da BHE (RISAU, 1991; ABBOTT,
et al., 2006; SOFRONIEW; VINTERS, 2010; KAWANO et al., 2012). Em contraste, certos
aspectos da BHE se tornam funcionais in vivo antes do aparecimento de astrocitos durante o
desenvolvimento (BARRES, 2008). Estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer os
papeis de astrocitos e pericitos na funcdo da BHE e identificar mediadores moleculares que
podem induzir propriedades da BHE no endotélio do SNC. E possivel que diferentes tipos
celulares fornegam tais fatores em diferentes momentos durante o desenvolvimento, assim
como no SNC saudavel ou lesionado (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

3.2 Mielina

Mielina ¢ uma estrutura membranosa em espiral constituida de extensdes da
membrana plasmatica das células gliais mielinizantes, os oligodendrécitos no SNC e as
células de Schwann (CS) no SNP. Essas células enviam extensGes de sua membrana
citoplasmatica, formando um segmento de invélucro em torno de uma porc¢édo axonal, a bainha
de mielina. Cada segmento é denominado internodo e cada internodo é interrompido em
intervalos regulares, formando os nodos de Ranvier, locais onde se da a atividade
eletrogénica. Vérias caracteristicas estruturais caracterizam a mielina. A linha densa principal
(LDP) é formada pelas superficies citoplasmaticas das membranas dos processos
mielinizantes colocadas em justaposi¢do. Os dois folhetos exteriores fundidos (aposicao
extracelular) formam as linhas intraperiddicas (LIP), menos eletrodensas (GRACA, 1988;
BONDAN; LALLO, 1998).

A periodicidade das lamelas, ou seja, a distancia entre os centros das LDP, é diferente
na mielina central e periférica, sendo de 10,7 (+5) nm para a primeira e de 11,9 (£7) nm para
a segunda, variacdo que possibilita a distin¢cdo das bainhas no SNC e do SNP em cortes
transversais. Outro aspecto de importancia para a mielina periférica € a presenca de uma
lamina basal que envolve completamente a superficie de cada CS, além da existéncia de
consideravel quantidade de citoplasma na regido adaxonal (BONDAN; LALLO, 1998).



A bainha de mielina em torno da maioria dos ax0nios constitui a estrutura
membranosa mais abundante no sistema nervoso dos vertebrados. Sua composicao Unica, rica
em lipidios e com baixo teor de agua, permite o isolamento elétrico de axdnios e sua singular
estrutura segmentar, responsavel pela conducdo dos impulsos nervosos saltatorios, permite
que a bainha de mielina apoie a conducdo rapida nas fibras finas no sistema nervoso de
vertebrados. Alta velocidade de conducéo, fidelidade de transferéncia de sinalizagdo em
longas distancias e economia de espaco séo as trés principais vantagens conferidas ao sistema
nervoso dos vertebrados pela bainha de mielina (SCHETTINGER; MORSCH, 2011). A
importancia da mielina no desenvolvimento humano é destacada por seu envolvimento em
uma série de diferentes doencas neuroldgicas como leucodistrofias e esclerose maltipla (EM)
no SNC e neuropatias periféricas no SNP (BRADL; LASSMANN, 2010).

Na maioria das andlises bioquimicas, a mielina mostra-se uma estrutura pouco
hidratada, contendo 40% de &gua, em contraste com a substancia cinzenta que possui
aproximadamente 80%. O peso seco é composto por 70% de lipidios e 30% de proteinas
(BONDAN; LALLO, 1998; BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

Os lipidios encontrados na mielina e oligodendrdcitos estdo presentes em outras
membranas celulares, mas em uma proporcao diferente. Em todas as espécies de mamiferos, a
mielina contém colesterol, fosfolipidios, glicolipidios, e a razdo molar de colesterol é maior
do que a de qualquer outra molécula lipossolivel. Uma das principais caracteristicas de
oligodendracitos e lipidios de mielina é a sua riqueza particular em glicoesfingolipidios, em
galactocerebrosideos (GalC), ou seja, galactosilceramidas e seus derivados sulfatados, ou seja,
sulfogalactosilceramidas. Durante o desenvolvimento, a concentracdo de galactocerebrosideos
no encéfalo é proporcional a quantidade de mielina presente (SCHETTINGER; MORSCH,
2011).

Proteinas mielinicas, compreendendo 30% do peso seco de mielina, sdo componentes
especificos da mielina e dos oligodendrocitos. No SNC, as proteinas mais importantes na
constituicdo da bainha de mielina sdo as proteinas basicas da mielina (MBP) e as proteinas
proteolipidicas (PLP) (SCHETTINGER; MORSCH, 2011; BONDAN; LALLO, 1998) sdo
proteinas de baixo peso molecular e constituem 80% do total das proteinas presentes
(SCHETTINGER; MORSCH, 2011). Vérias glicoproteinas estdo presentes na mielina, como
a glicoproteina associada a mielina (MAG) (BONDAN; LALLO, 1998) e glicoproteina de
mielina do oligodendrocito (MOG) (SCHETTINGER; MORSCH, 2011).

A MAG, localizada na membrana periaxonal dos oligodendrdcitos mielinizantes e das

células de Schwann, funciona como uma molécula de interacdo glia-axénio (BONDAN;



LALLO, 1998; SCHETTINGER; MORSCH, 2011). Localizadas na superficie externa das
bainhas de mielina e oligodendrdcitos, as MOG séo especificas para 0 SNC, constituindo um
provavel alvo de ataques autoimunes, e também podem atuar como molécula de adesdo ou
como receptor celular (SCHETTINGER; MORSCH, 2011).

Estudos tém mostrado que varios genes de proteinas de mielina em oligodendrocitos
sdo expressos no sistema imunologico. A CNP (2°-3’- nucleotideo ciclico 3 - fosfodiesterase)
tem sido implicada na resposta humoral na esclerose maltipla (EM). Anticorpos anti-CNP
foram encontrados em grande quantidade no soro e no liquor de pacientes com EM, sendo a
resposta dos anticorpos exclusivamente restrita a CNP1. Ambas isoformas CNP1 e CNP2
vinculam a fragcdo C3 do complemento, fornecendo um mecanismo plausivel para
opsonizacdo da membrana mielinica no encéfalo com EM (STEINMAN, 2000; IRANI,
2005). A associacdo de proteinas da mielina, MOG e CNP, com diferentes elementos da
cascata do complemento, pode ser relevante para conexdes entre o sistema imunoldgico e o
sistema nervoso e pode ter implicacbes fisiopatoldgicas na doenca desmielinizante
(STEINMAN, 2000; IRANI, 2005; PETERSON et al., 2007; RODRIGUEZ, 2007).

3.3 Mielinizacéo

A mielinizacdo requer uma série de etapas sequenciais na maturacdo das linhagens de
células oligodendrogliais, acompanhada por uma mudanca coordenada na expressdo de
antigenos de superficie celular. Para realizar a mielinizacdo primaria durante a diferenciacéo,
os oligodendrdcitos tém o periodo de 12 a 18 horas. Além disso, quando estdo maduros, sdo
relativamente incapazes de realizar mielinizagdo, de forma que o processo de embainhamento
de mdltiplos axdnios por um unico oligodendrocito deve ser um evento altamente coordenado
(BRADL; LASSMANN, 2010).

Os oligodendrocitos ndo envolvem a membrana plasmatica casualmente ao redor do
prolongamento neuronal, eles selecionam axonios com didmetro maior que 0,2 pum. A
comunicagdo oligodendrocito-axénio forma unidades funcionais interdependentes em que a
mielinogénese é dirigida pelos axdnios das unidades e mediada por fatores de crescimento e
sinais dependentes do contato estreito entre as células. A bainha de mielina, por sua vez, é
parte fundamental da interacdo glia-axonio na formagdo e manutencéo das regides nodal e
paranodal, bem como no suporte a interacdo axo-mielinica para a ocorréncia da condugédo
saltatoria normal (MAIORKA; GRACA, 2011a).



Além da interagdo entre o ax6nio e as células-bainha, existe um terceiro elemento que
é exigido para estabilizar as relacbes entre ambos. No SNP, esse terceiro elemento é
constituido por fibras colagenas pré-formadas. No SNC, a estabilidade é realizada pelo
elemento estrutural mais numeroso do tecido o astrdcito tipo 2 (fibroso) (BONDAN; LALLO,
1998; GRACA et al., 2001).

No SNP, o sinalizador para a mielinizagcdo axonal pelas células de Schwann é a
neurregulina neuronal 1 (NRGL1) tipo I, interagindo com o receptor glial ErbB, e
considerado durante muito tempo que o complexo sinalizante NRG1/ErbB poderia também
regular a mielinizagdo no SNC. Dados recentes sugerem que a mielinizagdo normal in vivo
ocorre nesse sitio independentemente do sinalizante NGR1. O excesso de NGR1 pode iniciar
0 processo de mielinizacdo no desenvolvimento do SNC, mas essa funcdo é realizada por
diferentes e ainda desconhecidos sistemas axonais sinalizantes (BRINKMANN et al., 2008).

A mielinizacdo normal no desenvolvimento do SNC pode ser determinada pelo grau
de diferenciacdo neuronal, e ndo pela sincronizacdo do processo intrinseco de diferenciacéo
dos oligodendrocitos (BRINKMANN et al., 2008). Um sinal essencial para o inicio da
mielinizacdo € dado pela atividade elétrica dos neurdnios. O potencial de acdo desencadeia a
liberacdo de adenosina trifosfato (ATP) e adenosina, que medeiam a comunicacdo neurénio-
glial. No SNC, a adenosina inibe a proliferacdo de OPCs, estimulando sua diferenciacéo e
promovendo, a formacdo de mielina (STEVENS et al., 2002).

O ATP liberado pelos axénios dispara o potencial axonal, ndo atuando diretamente nas
OPCs ou nos oligodendrécitos. Ao invés disso, o deflagrador é o fator inibidor da leucemia
(LIF), liberado pelos astrocitos que promove a mielinizagdo pelos oligodendrocitos maduros
(BRADL; LASSMANN, 2010).

Embora a atividade elétrica dos neurénios no SNC seja um fator pré-mielinizante
essencial, alteracfes adicionais nos axnios sdo necessarias para direcionar a formacgdo de
uma mielina eficiente. Algumas dessas mudancas sdo induzidas pela atividade elétrica.
Durante o desenvolvimento, todas as fibras nervosas em crescimento expressam integrina,
molécula de adesao celular neuronal polissialilada (PSA-NCAM), que impede a adesdo entre
NCAM-NCAM e, mais genericamente, a adesdo célula-célula. Somente quando a NCAM esta
inibida, como em neurénios ativados eletricamente, a mielinizacdo pode proceder (CHARLES
et al., 2000). Outra molécula envolvida na inibigdo da maturagdo e da mielinizagdo é uma
proteina transmembrana com uma série de leucinas repetidas e um dominio de

imunoglobulina a LINGO-1 expressa em neurdnios e oligodendrdcitos. A perda da funcdo da



LINGO-1 em oligodendrocitos conduz a um aumento da mielinizacdo; sua superexpressao,
por sua vez, inibe a formacao de mielina (M1 et al., 2005).

3.4 Desmielinizacéo

A desmielinizagdo priméria consiste na perda das bainhas de mielina com preservagdo
dos axo6nios. O alvo inicial pode ser a mielina, a célula mielinizante ou ambos. Quando ocorre
a perda de todo o internodo, é chamada de segmentar; e quando hd perda de lamelas de
mielina no internodo é chamada de parcial. Em alguns distarbios neuroldgicos, a perda da
mielina também € decorrente de processos imunoinflamatérios nas adjacéncias
(desmielinizacdo bystander) (MAIORKA; GRACA, 2011b). O processo de perda de mielina
por degeneracdo axonal € denominado de desmielinizacdo secundaria (BONDAN et al.,
1998).

O ax0Onio pode se adaptar ao seu estado desmielinizado durante varios dias, por uma
redistribuicdo dos canais de sodio. Possivelmente, o contato celular envolvendo os astrocitos
inicia o rearranjo dos canais e permite o restabelecimento da funcdo axonal, embora nessas
condicBes, a conducdo seja muito lenta e altamente suscetivel a perturbacdes externas
(BRADL; LASSMANN, 2010).

A ruptura da BHE é um evento primario nas manifestacdes de varias doencas
desmielinizantes do SNC, tais como na EM, em formas desmielinizantes de encefalomielite
autoimune experimental (EAE) e na desmielinizacdo induzida por virus. As células T neurais,
e até mesmo ndo neurais, ativadas desempenham um papel crucial nesse processo
(WESTLAND et al., 1999; BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; HAUSER; OKSENBERG,
2006). Além disso, a abertura da BHE permite a entrada de anticorpos circulantes no SNC,
em particular anticorpos desmielinizantes, tais como anticorpos anti-MOG (PETERSON et
al., 2007; RODRIGUEZ, 2007).

O acesso de celulas T ativadas ao SNC ¢é responsavel pela liberagdo, por células
inflamatorias, macrofagos e micréglia, de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a,
interferon-y e, interleucina 1 (IL-1) (HENDRIKS et al., 2005; IMITOLA et al., 2005).
Macrofagos ativados englobam os restos de mielina ou internalizam mielina por fagocitose
(BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; IRANI, 2005).

Outros mecanismos diferentes estdo envolvidos no processo de desmielinizagéo.
Oligodendrdcitos tém alto contetido de ferro, tornando-os propensos ao estresse oxidativo por

especies reativas de oxigénio. Neurotransmissores, especialmente o glutamato, também



podem exercer um efeito deletério direto sobre oligodendrocitos e levar a desmielinizacdo
(PITT et al., 2000; STEINMAN, 2000).

O metabolismo dos oligodendrdécitos pode ser um fator de risco aos mesmos. Estima-
se que, durante o pico de mielinizacdo, os mesmos elaboram mais de trés vezes o seu peso em
membrana por dia, suportando mais de cem vezes o peso do seu corpo celular. Essa
caracteristica particular o torna vulneravel em vérios pontos diferentes (CONNOR,;
MENZIES, 1996; SCHONBERG; MCTIGUE, 2009).

Para mielinizar, essas células possuem uma taxa metabdlica extremamente alta, com
consumo de grandes quantidades de oxigénio e ATP. A producdo de ATP leva a formacéo de
peroxido de hidrogénio (H,0,) como subproduto toxico e o alto metabolismo celular gera
também espécies reativas de O,, devendo ser corretamente metabolizadas (MCTIGUE;
TRIPATHI, 2008). A mielinizacdo esta sob o controle de muitas enzimas que requerem ferro
como cofator para a sintese (CONNOR; MENZIES, 1996). As OPCs e os oligodendrocitos
apresentam os maiores estoques intracelulares de ferro no cérebro, que podem, sob condic¢des
desfavoraveis, promover a formacdo de radicais livres e a peroxidacdo de lipideos
(JUURLINK, 1997). Além disso, os oligodendrécitos tém pouca concentracdo da enzima
antioxidante glutationa (THORBURNE; JUURLINK, 1996). Por dultimo, durante a
mielinizacdo, a capacidade do reticulo endoplasmaético para produzir proteinas corretamente
parece ser um ponto critico celular, ja que a variagdo, mesmo ligeira na quantidade de uma
Unica proteina, pode danificar todo o sistema, promovendo, retencdes, uniées e acimulos de
muitas outras proteinas nas organelas oligodendrogliais (BRADL; LASSMANN, 2010).

Devido a combinacdo de uma alta taxa metabolica, com os seus subprodutos toxicos,
ferro intracelular elevado, e baixas concentragcbes do antioxidante glutationa, o0s
oligodendrdcitos sdo vulnerdveis ao dano oxidativo (MAIORKA; GRACA, 2011a). Pode
atuar em conjunto a via esfingomielinase/ceramida, (a ceramida é o componente central de
esfingolipideos, um dos componentes lipidicos principais das bainhas de mielina)
(BAUMANN; PHAMDINH, 2001). A ceramida é liberada pela acéo da esfingomielinase, que
¢ normalmente inativa, mas é ativada em resposta ao estresse oxidativo, a mediadores
inflamatorios, a lesdo ou infec¢do. Uma vez liberada dentro dos oligodendrocitos, a ceramida
pode ativar cascatas de sinalizacdo pro-apoptoticas, eventualmente culminando na perda de
oligodendrocitos (MCTIGUE; TRIPATHI, 2008; BRADL; LASSMANN, 2010).

Os oligodendrécitos também expressam um arsenal de moléculas, tornando-os
suscetiveis a morte celular excitotéxica (HENDRIKS et al., 2005; BRADL; LASSMANN,
2010; MAIORKA; GRACA, 2011b). A perda de oligodendrécitos pode ocorrer como



resultado de exposicéo a citocinas inflamatorias. Por exemplo, 0 TNFo e IFNy podem induzir
a apoptose de oligodendrocitos (HENDRIKS et al., 2005; IMITOLA et al., 2005). Além
dessas acgdes diretas, os mediadores inflamatorios também podem danificar essas células
indiretamente, por meio da estimulagdo da producdo de radicais livres de O, na microglia e
em astrocitos. Radicais livres de oxigénio e 6xido nitrico sdo toxicos para as mitocondrias
através da interacdo e do bloqueio de varias proteinas da cadeia respiratoria. Estudos sobre as
mudancgas de expressdo de genes em células gliais revelou que diversas citocinas pro-
inflamatorias podem induzir lesdo mitocondrial (HENDRIKS et al., 2005; MAO; REDDY,
2009).

3.5 Remielinizagdo

A remielinizacdo no SNC pode ser realizada por oligodendrécitos ou por células de
Schwann que invadem o local sempre que astrocitos e, consequentemente, a membrana
limitante glial (MLG) sdo destruidos, ocorrendo apds a remocao microglial/macrofégica de
oligodendrdcitos mortos e de suas bainhas de mielina (BONDAN et al., 1998; GRACA et al.,
2001; MAIORKA; GRACA, 2011a).

A mielina e os oligodendrdcitos, bem como as moléculas reativas que eles secretam,
participam da inibicdo da regeneracdo no SNC de mamiferos adultos (RIDET et al., 1997;
QUI et al., 2000; YIU; ZHIGANG, 2006).

O potencial limitado de regeneracao axonal das fibras nervosas no SNC de vertebrados
superiores adultos contrasta com a recuperacdo que ocorre no SNP dessas espéecies (GRACA,;
BLAKEMORE, 1986; JEFFERY; BLAKEMORE, 1995). A mielina central e o0s
oligodendrdcitos diferenciados do SNC adulto foram, reconhecidos como responsaveis pela
inibicdo do crescimento neural. Duas fracbes de proteinas foram encontradas, contendo a
atividade inibitdéria associada a mielina. NI-35 e NI-250 sdo proteinas altamente ligadas a
membrana mielinica do SNC e de oligodendrocitos de mamiferos, mas em menor quantidade
na mielina do SNP (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

A bem caracterizada MAG, proteina da mielina produzida pelos oligodendrdcitos, mas
também por células de Schwann (embora em nivel 10 vezes menor), foi identificada como
uma importante proteina inibidora no SNC para um numero de diferentes tipos de neurdnios
(QIU et al., 2000).

A plasticidade de oligodendrocitos € importante para a remielinizagdo, principalmente,
apos as lesbes desmielinizantes. Uma série de doencas geneticas e/ou inflamatorias pode



afetar a formacdo de mielina (doencgas dismielinizantes) ou a sua manutencdo (doengas
desmielinizantes). Varios estudos foram feitos para avaliar o potencial de células gliais de
induzir a remielinizacdo espontanea, bem como para propor abordagens terapéuticas celulares
ou genéticas destinadas a reparacdo de mielina e melhora na condugdo em vias mielinizadas
lesionadas. Muito pouco é conhecido sobre remielinizacdo espontanea. Parece que, em
condigdes normais, a taxa de reposicdo (turnover) de mielina é muito lenta e cada componente
tende a ter uma taxa de renovacao diferente, possivelmente de acordo com sua localizacdo na
mielina e na célula mielinizante (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001).

Na desmielinizacdo imunomediada, a inflamacdo parece aumentar a migracédo de
oligodendrdcitos e a remielinizacdo. Curiosamente, nas lesdes cronicas de EM, as OPCs estdo
presentes (WOLSWIJK, 2000), no entanto, parecem estar quiescentes. Na EM, a
remielinizacdo também ocorre, mas € incompleta e pouco sustentada. Apds uma lesdo
desmielinizante, a mielina remielinizada nunca recupera sua espessura normal e a relacdo
linear normal entre 0 axdnio e a espessura da bainha também nunca € recuperda (LUDWIN,
1997).

Né&o esta claro se 0 mecanismo de remielinizacao € idéntico ao da mielinizacdo. Pelo
menos em parte, pode ser semelhante a0 mecanismo da mielinogénese. Por exemplo, parece
que as transcri¢cGes de MBP sdo amplamente expressas em oligodendrdcitos remielinizantes in
vivo e in vitro. A base molecular do processo de remielinizacdo ndo tem sido estudada
extensivamente. Keirstead e Blakemore (1999) demostraram que oligidendrdcitos isolados do
sistema nervoso de adultos nédo realizam mitose e ndo remielinizam axénios desmielinizados.

Mesmo o cérebro adulto mantém o potencial de gerar OPCs com extensa capacidade
de mielinizacdo (RAINE et al., 1988). A potencialidade de remielinizacdo pode ser exercida
por muitos tipos de células da linhagem oligodendrocitica. Células presentes na ZSV
poderiam ser capazes de migrar em direcdo a uma lesdo desmielinizante e de se diferenciar
em oligodendrécitos mielinizantes (MAIORKA; GRACA, 2011a). Tal migracdo parece ser
reduzida ou muito escassa em condi¢cdes normais (FRANKLIN; BLAKEMORE, 1997),
embora sinais capazes de atrair as células mielinizantes tendam a surgir em lesdes
desmielinizantes (KEIRSTEAD; BLAKEMORE, 1999).

O processo de remielinizagdo ocorre em varias etapas diferentes. Primeiro, as OPCs
adultas locais devem passar de um estado quiescente a um fenotipo regenerativo. Essa
transicdo parece ser desencadeada por fatores derivados de células da microglia e astrocitos
ativados, e ndo sé pela desmielinizagdo em si, comandando a proliferacdo de OPCs e o



recrutamento para &reas desmielinizadas. Entdo, desencadeia-se a diferenciacdo de OPCs para
oligodendracitos remielinizantes (KEIRSTEAD; BLAKEMORE, 1999).

Todos 0s passos a seguir — a interacdo com axodnios nao mielinizados, a expressdo de
genes de mielina, a elaboracdo, o acondicionamento e a compactacdo da membrana mielinica
para formar as bainhas de mielina - sdo semelhantes aqueles realizados por OPCs
mielinizantes durante o desenvolvimento e por OPCs remielinizantes durante o processo
regenerativo. Algumas diferencas existem entre a mielinizacdo e a remielinizacdo: as OPCs
adultas tém um tempo de ciclo celular mais longo e um ritmo mais lento de migracdo; 0s
requisitos para o uso do fator de transcrigdo parecem ser diferentes, a falta do fator de
transcricdo de oligodendrocitos oligl linhagem-especifica é incompativel com a mielinizagdo
do SNC. Quando essa falta é compensada pela superexpressdo do fator de transcricdo de
oligodendracitos olig 2 linhagem-especifica, os ratos sdo capazes de mielinizar durante o
desenvolvimento, mas séo incapazes de reparar lesdes desmielinizantes por remielinizagdo. O
Notch, regulador da diferenciacdo de oligodendrdcitos em desenvolvimento, é dispensavel
durante a remielinizacdo; a correlacdo entre o diametro do axdnio e a espessura da bainha de
mielina durante o desenvolvimento da mielinizacdo é menos aparente na remielinizacao,
resultando em segmentos de revestimentos mais finos e mais curtos (BRADL; LASSMANN,
2010).

Os mecanismos subjacentes a essa observacdo ainda nao estdo claros, assim, a marca
patoldgica de remielinizacdo no SNC é a presenca de axbnios com bainhas de mielina
excepcionalmente finas em relacdo ao seu calibre (BONDAN et al., 1998; PEREIRA, 2011).

3.6 Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca desmielinizante crénica e inflamatéria do
SNC, em que existe uma heterogeneidade profunda no aspecto e na imunopatogenia das
lesbes (LOVAS et al., 2000; LASSMANN et al., 2007). As areas afetadas, denominadas
placas, mostram desmielinizagdo priméria, isto é, com relativa preservacao axonal e formacédo
de cicatrizacdo glial (astrogliose reativa). Uma caracteristica importante para diferenciar a EM
de outras doencas é a dissociacdo entre a completa perda da bainha de mielina e a parcial ou
completa preservacdo axonal (PEREIRA, 2011). H& elevada variedade interindividual, mas
uma baixa variedade de lesdes no mesmo individuo com EM (LOVAS et al.,, 2000;
PEREIRA, 2011).



O espectro da patologia parece ser desmielinizagdo priméria com danos a
oligodendrdcitos; perda extensa de oligodendrocitos no curso de desmielinizacdo; dano
primario a oligodendrocitos com consequente desmielinizacdo; e ativacdo extrema de
macrofagos juntamente com bastante dano tecidual, envolvendo ndo s6 a mielina e
oligodendrocitos, mas também axénios e astrécitos (LOVAS et al., 2000). Perda axonal
também é uma caracteristica proeminente da EM e pode ser o correlato patoldgico da
disfuncéo neurologica irreversivel nessa doenca (LOVAS et al., 2000; PEREIRA, 2011).

Evidéncias atuais mostram que a etiologia da EM e de outras doencas desmielinizantes
pode envolver uma combinacdo de fatores virais e autoimunes (MAO; REDDY, 2009;
PEREIRA, 2011). Apesar de numerosas investigagdes, ainda ndo se conhece a molécula ou o
fendmeno exato que desencadeia a EM; ha varios achados e hipdteses na tentativa de explicar
0 mecanismo preciso pelo qual a desmielinizacdo é desencadeada (MAO; REDDY, 2009;
MAIORKA; GRACA, 2011; PEREIRA, 2011).

A desmielinizagdo e a destruicdo tecidual vistas na EM, aparentemente, refletem um
mecanismo basico de inflamacéo tecidual mediada por linfocitos T, macréfagos e células da
micrdglia ativadas. A resposta dos linfécitos T pode estar direcionada contra um ou mais
autoantigenos do SNC, embora uma contribuicdo adicional de agentes infecciosos ndo possa
ser excluida. Estudos genéticos apontam para Varios genes que apresentam associagdo com as
formas clinicas da EM, embora uma relacdo definitiva ndo tenha sido encontrada (MAO;
REDDY, 2009; PEREIRA, 2011). Um dos mecanismos sugeridos participante da
autoimunidade pode ser mimetismo molecular, devido ao reconhecimento pelo sistema
imunolégico de sequéncias andlogas compartilhadas por proteinas virais ou bacterianas e
proteinas de mielina (PLP, MBP, ou MOG) capazes de induzir EAE (BAUMANN; PHAM-
DINH, 2001; MAO; REDDY, 2009).

Durante a fase aguda do processo inflamatério da EM, ocorrem distarbios da
integridade da BHE, por ruptura das juncdes endoteliais por leséo direta das mesmas ou por
aumento do transporte transendotelial (LASSMANN et al., 2007). Quando o processo
inflamatdrio agudo regride, a BHE é reparada parcialmente, mesmo nas placas mais antigas
(PEREIRA, 2011).

A resposta inflamatoria da EM consiste em infiltrado inflamatorio perivascular difuso
do SNC, caracterizado por linfécitos e macrofagos (LASSMANN et al., 2007). A micréglia
ativada e os macrofagos estdo associados com a destruigdo ativa da mielina (RAINE et al.,
1981; HENDRIKS et al., 2005).



De um modo geral, na fase aguda da EM e nos estagios precoces da fase cronica, ha
um grande predominio de linfdcitos T na lesdo (LASSMANN et al., 2007), tanto linfocitos T
CD4+ (IMITOLA et al., 2005), quanto de linfocitos T CD8+, geralmente 50 a 100 vezes mais
que linfécitos B dentro da placa da EM (PEREIRA, 2011).

Ainda é pouco compreendida a funcdo dos linfécitos B e dos plasmécitos na EM.
Essas células parecem ter sido recrutadas como parte do processo inflamatério. Os linfocitos
B podem ter um papel importante na fisiopatologia da EM, uma vez que sdo células
apresentadoras de antigenos para os linfocitos T (LASSMANN et al., 2007). Embora a
presenca de bandas oligoclonais no liquor ndo seja uma caracteristica patognomonica da EM,
a reatividade contra antigenos da mielina é observada em 95% dos pacientes, principalmente
contra MBP e PLP. Esse fato aponta para a producéo intratecal de anticorpos que caracteriza a
doenca (PEREIRA, 2011).

Os macrofagos presentes (10 a 20 vezes mais numerosos que os linfocitos) na EM
podem ser derivados dos mondcitos circulantes ou dos precursores de macréfagos residentes
do SNC (microglia). Ainda ndo foi estabelecida qual € a real contribuicdo individual dos
macrofagos periféricos e dos macrdfagos residentes na fisiopatologia da EM. Na fase aguda,
ha predominancia de macrofagos hematdgenos, enquanto nas lesGes cronicas, a microglia
assume o processo fagocitario (PEREIRA, 2011).

A remielinizagdo tem sido extensivamente estudada na EM. O recrutamento de OPCs
e a remielinizacdo precoce é extensa em estagios iniciais de desmielinizacdo, em lesdes que
ainda estdo infiltradas por macréfagos e linfocitos e em placas formadas nas fases iniciais da
doenca (BRADL; LASSMANN, 2010; PEREIRA, 2011). Nessas lesdes recentes, a
remielinizacdo pode ser facilitada pela inflamacdo e pelos macréfagos infiltrantes que
fornecem fatores de crescimento ao tecido (LASSMANN et al., 2007; BRADL;
LASSMANN, 2010).

A remielinizacdo em grande parte falha na fase progressiva da doenga. Essa falha pode
ser atribuida a idade, a mudancas associadas a idade quanto a capacidade de resposta aos
fatores de crescimento pelas OPCs adultas e, ainda, a uma remogao menos eficiente de restos
de mielina das lesGes, fatores que inibem a remielinizagdo em modelos experimentais
(BRADL; LASSMANN, 2010).

A perda axonal progressiva nas lesdes, a incapacidade dos axonios desmielinizados em
interagir com células mielinizantes e a presenca de fatores inibindo a mielinizacdo no espaco
extracelular podem, também, prejudicar a capacidade de remielinizacdo. Essas especulacdes

sdo corroboradas pelas observactes de que oligodendrocitos maduros, encontrados em lesdes



ativas, desaparecem lentamente a partir do estabelecimento das lesGes e as OPCs encontradas
em lesdes desmielinizantes tardias parecem, em sua maior parte, estar prejudicadas na
diferenciacéo para formar oligodendrdcitos maduros mielinizantes. Outro fator importante € a
instabilidade da mielina recem-formada em les6es de EM, que ainda mostram atividade
inflamatoria e desmielinizante. Quando a inflamacg&do desaparece em estagios muito avancados
da doenca, a reparacdo mielinica parece ser duradoura e estdvel (LASSMANN et al., 2007;
BRADL; LASSMANN, 2010).

Grandes esforcos sdo investidos para a busca de novas terapias neuroprotetoras, que
estimulem a reparagdo da mielina e cessem a degeneracdo progressiva dos axdnios na
desmielinizagdo cronica (BRADL; LASSMANN, 2010).

3.7 O Modelo de desmielinizacdo primaria do brometo de etidio (BE)

O modelo gliotéxico do brometo de etidio (BE) tem sido utilizado no estudo da
fisiopatologia do processo de desmielinizacdo-remielinizacdo no SNC de ratos, de forma a
buscar a compreensdo minuciosa dos eventos celulares envolvidos, bem como respostas a
constatacdo da limitada e incompleta remielinizacdo nas doencas desmielinizantes do SNC,
notadamente na EM dos seres humanos (BLAKEMORE, 1982; GRACA; BLAKEMORE,
1986; GRACA, 1989a; GRACA, 1989b; BONDAN et al., 2008; BONDAN et al., 2011b).

O BE induz o desaparecimento de astrocitos e perda de oligodendrécitos, quando
injetado no SNC, levando a ruptura da membrana limitante glial e da BHE e desmielinizacédo
primaria, respectivamente (REYNOLDS; WILKIN, 1993; BONDAN et al., 2008). O
desaparecimento astrocitario, por sua vez, permite a invasdo de células piais e de linfocitos
para 0 neurépilo, bem como de células de Schwann provenientes do SNP e capazes de
expressar seu potencial remielinizante no SNC (GRACA, 1988; GRACA, 1989b;
FRANKLIN et al., 1992; BONDAN et al, 2011b).

Bondan e colaboradores (1999a; 2000; 2003; 2004), por meio da injecdo intracisternal
do gliotéxico no tronco encefalico, encontraram lesdes estendendo-se desde o mesencéfalo até
a ponte, com aumento do espago extracelular e desaparecimento astrocitario da area central,
24 horas pos-injecdo de BE, bem como infiltrado macrofagico, axdnios desmielinizados, areas
de aspecto cistico e astrogliose periférica a partir do 3° dia. Nas bordas da leséo e ao longo do
trajeto da agulha, foi observada vigorosa reacdo astrocitéria, evidenciada pela forte marcagéo
de GFAP e de vimentina (VIM), que é reexpressa apenas nos astrocitos reativos das bordas

imediatas da lesdo (BONDAN et al., 2003). Na microscopia eletrénica de transmisséo,



identificaram células piais, dispostas ao redor de vasos sanguineos ou formando corddes em
alguns pontos da area lesada (BONDAN et al., 1999a; 2000; 2004).

Diante do desaparecimento astrocitario na area central da lesdo, foi realizada a
avaliacdo funcional da integridade da BHE pos-gliotdxico, com observacdo de
extravasamento vascular de particulas de carvao coloidal das 48 horas até o 7° dia, ndo sendo,
porém, detectada qualquer alteracdo na andlise ultraestrutural das juncGes oclusivas
interendoteliais como consequéncia da falta de astrocitos perivasculares (BONDAN et al.,
1999a).

Bondan e colaboradores (2000; 2002; 2004), em andlise ultraestrutural das lesdes do
7° ao 15° dia pds-injecdo de BE, observaram a presenca de macréfagos em intensa atividade
fagocitica e ocasionais restos de mielina ndo degradada no centro da lesdo, células de
Schwann em diferentes estagios de remielinizacdo, situadas em areas perivasculares e de
espaco extracelular aumentado, astrdcitos hipertréficos ricos em feixes de filamentos gliais,
axonios remielinizados por oligodendrdcitos em situacdo mais periférica, bem como axénios
ainda desmielinizados, além da presenca de linfocitos e dos arranjos de células piais
infiltrantes sob a forma de corddes ou ninhos.

Os linfocitos constituiram um achado comum nas lesGes induzidas pelo BE em ratos
adultos, em localizacdo perivascular e profunda no neurdpilo, reconhecidos como células
pequenas, de nucleo com cromatina condensada e citoplasma escasso contendo poucas
organelas, raras mitocondrias, cisternas isoladas de reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi pouco proeminente. Em algumas ocasides, eram visualizados feixes de
fibras colagenas entre as células meningeas, assim como uma lamina basal pouco evidente,
fragmentada e fina, sobre sua superficie (BONDAN et al., 1999a; BONDAN et al., 2003;
BONDAN et al., 2008).

Muito provavelmente, a invasdo de células piais nas lesGes induzidas pelo BE no
tronco encefalico seja resultante do traumatismo da injecdo associado a acdo gliotoxica
exercida pelo BE sobre os astrocitos constituintes da membrana limitante glial (RISAU,
1991). O desaparecimento astrocitario contribuiria ndo s6 para a entrada de células
meningeas, mas também para o ja estabelecido aparecimento na area lesada de células de
Schwann, cuja origem pode estar relacionada com as fibras nervosas da piamater, com as
fibras associadas aos vasos sanguineos de maior calibre do SNC, ou ainda, com aquelas
oriundas de nervos cranianos originarios da ponte (GRACA; BLAKEMORE, 1986;
PEREIRA et al., 1996). A extensdo das alteragdes degenerativas induzidas sobre a populacédo

glial e a subsequente formacéo de areas cisticas, ambas resultantes do trauma da injecdo do



BE, permitiriam ampla exposic¢éo do tecido nervoso aos componentes celulares das meninges
e ainda facilitariam a invasdo, a mobilidade e a proliferacdo pial observadas (GRACA, 1988;
PEREIRA et al., 1998; GRACA et al., 2001; BONDAN et al., 2002).

3.8 Diabetes mellitus e desmielinizacéo

A diabetes mellitus (DM) é uma condicdo patologica que se desenvolve por disfuncao
na producdo de insulina e/ou pela diminuicdo de sua acdo nos tecidos-alvo, acarretando
disturbios metabdlicos amplos. Da grande variedade de complicacdes dela decorrentes,
encontra-se, no contexto da resposta inflamatoria e de reparo, por exemplo, a diminui¢do da
atividade macrofagica, a perturbacdo da exsudacdo leucocitaria e 0 consequente atraso geral
no processo de cicatrizacdo (COTRAN et al., 2000).

A DM ¢é uma das maiores contribuintes para o desenvolvimento de complicactes
cronicas de satde. Cerca de 3% da populacdo mundial padece de diabetes, existindo extrema
variabilidade entre os pacientes quanto ao momento do inicio dessas complicacdes, sua
gravidade e orgaos especificos afetados (MAITRA; ABBAS, 2005). Os estudos mostram que
a hiperglicemia promove as complica¢@es tardias nos vasos sanguineos, retina, rins e nervos,
sendo o grau, seu tempo de duracdo, e fatores genéticos, determinantes para o surgimento das
lesbes (MAITRA; ABBAS, 2005; HUBER et al., 2006).

Nervos periféricos, encéfalo e medula espinhal podem todos ser afetados na diabetes
de longa duracdo (BERNARDI et al., 2012). Comumente é encontrada a neuropatia periférica
simétrica, caracterizada por lesdo das células de Schwann, provavelmente por acimulo de
sorbitol, degeneracdo mielinica e dano axonal (BHARDWAJ, et al., 1999; COTRAN et al.,
2000). Acredita-se que dois tercos dos pacientes diabéticos apresentem disfuncdo nervosa de
algum tipo, e mais de 80% desses tém evidéncia de polineuropatia sensério-motora (ROSS,
1993). A neuropatia diabética relaciona-se com a duragdo da doenga, com a severidade da
hiperglicemia, com a idade e o sexo, porém com preponderancia no sexo masculino (BROWN
etal., 1980; ROSS, 1993; VINIK, 1999; MAITRA; ABBAS, 2005).

O achado patolégico predominante da neuropatia diabética é o processo de perda
mielinica, sob a forma de uma desmielinizacdo segmentar. A desmielinizacdo segmentar
ocorre quando ha disfuncéo da célula de Schwann ou leséo na bainha de mielina, sem existir
qualquer anormalidade primaria do axdénio. O processo afeta algumas células de Schwann e
seus internodos correspondentes, enquanto poupa outras. A mielina em desintegragdo é

fagocitada, inicialmente, pelas proprias celulas de Schwann e, depois, por macréfagos. O



axonio desnudo, por sua vez, constitui um estimulo a remielinizacdo. Uma populagdo de
células dentro do endoneuro tem a capacidade de substituir as células de Schwann lesadas,
proliferando e circundando o ax6nio e, com o tempo, remielinizando a parte desnuda. Os
internodos mielinizados recém-formados sdo mais curtos do que o normal, sendo necessarios
varios para cobrir a regido desmielinizada. A nova bainha de mielina também é
desproporcionalmente delgada em relacéo ao didmetro do axonio (ANTHONY et al., 2005).

A DM pode ser produzida, experimentalmente, pela administracdo de agentes
quimicos, como aloxana e estreptozotocina (STZ), que destroem as células B do pancreas
(SZKUDELSKI, 2001). Tanto os modelos animais espontaneos quanto os induzidos tém sido
utilizados no estudo da fisiopatologia da DM, sua prevencéo e tratamento (THOMAS, 1984;
GUMY et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2009; BONDAN et al., 2011a).

Alguns tecidos, como, por exemplo, nervos, cristalino, rins e vasos sanguineos, ndo
necessitam de insulina para o transporte da glicose (GUVEN et al., 2009; MAITRA; ABBAS,
2005). Nesses locais, a hiperglicemia resulta em um aumento da glicose intracelular, que €
entdo metabolizada pela enzima aldose-redutase ao poliol sorbitol e, finalmente, a frutose
(MAITRA; ABBAS, 2005). Os niveis acumulados de sorbitol e frutose provocam aumento da
osmolaridade intracelular e influxo de dgua, causando, leséo celular osmotica. O acumulo de
sorbitol também compromete as bombas i6nicas, pela diminui¢do do mioinositol intracelular.
O mioinositol é um precursor de polifosfoinositol, componente importante das membranas
celulares e elemento necessario para o transporte transmembrana de ions de sédio, potéassio e
calcio e, consequentemente, para a conducdo dos impulsos nervosos (GREENE et al.; 1992;
CAMERON et al., 1997; BHARDWAJ et al., 1999; VINIK, 1999; SKUNDRIC; LISAK,
2003; MAITRA; ABBAS, 2005).

A estreptozotocina (STZ) é uma substancia utilizada como antibi6tico com acéo
antitumoral, sendo também citotdxica para as células  do pancreas (RAZA; JONH, 2012).
Embora possua efeito diabetogénico, pode ocorrer hipoglicemia pela liberacdo subita de
insulina pelas células B danificadas (SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008). Os animais
tratados com STZ desenvolvem DM insulino-dependente, mas ndo necessitam de insulina
para sobreviverem, proporcionando uma boa oportunidade de estudar os efeitos metabdlicos
da deficiéncia do hormonio (MATH, 1995).

Embora 0 mecanismo exato da toxicidade da STZ néo seja ainda esclarecido, o local
proposto para sua acdo é o DNA nuclear. No interior das células, a STZ produz queda nos
niveis de formagdo de NAD (dinucleotideo de nicotinamida-adenina), o que levaria & morte



celular em poucos dias (RAZA; JONH, 2012). Outra alteracdo molecular é a formacédo de ions
CH3+ durante a biotransformacéo da STZ, que acetilam as bases de DNA em Vvérias posicdes,
levando a disturbios do metabolismo e a morte celular (SZKUDELSKI, 2001; BEPPU et al.,
1987).

Desarranjos no metabolismo poliol ocorrem logo ap6s inducdo de diabetes. As
concentragfes de sorbitol e frutose endoneural sdo elevadas 3 dias ap6s a injecdo de
estreptozotocina e a atividade aumentada da aldose-redutase pode ser observada em uma
semana (CAMERON et al., 1997). Outra anormalidade metabdlica na diabetes, que poderia
perturbar a homeostasia mielinica, seria a propria falta de insulina e de fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF-1 e 2), horménios anabolicos importantes para a fungdo da CS
(JUNG-TESTAS et al., 1994; SCHUMACHER et al., 1993).

O impacto da DM no SNC tem recebido menos atencdo. A neuropatia periférica tem
sido o foco primario dos estudos neuropatolégicos associados a doenga, mas, 0 SNC também
ndo se mostra poupado pela diabetes. Existem evidéncias de distUrbios especificos do SNC
em pacientes com DM, tais como a mielopatia diabética e a encefalopatia diabética, embora
as mesmas ndo sejam ainda bem esclarecidas (SIMA et al., 2004; HERNANDEZ et al., 2009).
Acredita-se que o encéfalo possa talvez ser menos afetado pelas anormalidades da via poliol
do que outros tecidos. No entanto, como a doenca pode alterar o fluxo sanguineo cerebral e,
portanto, seu metabolismo, permitiria 0 desenvolvimento de uma encefalopatia cronica
(MCCALL, 1992). Quando aguda, a hiperglicemia contribui para a ruptura da BHE e para o
aparecimento do edema cerebral (SIMA et al., 2004), podendo levar ao coma, a deficiéncias
neurolégicas focais e a danos de consciéncia e cognicdo (BANKS et al., 2012; SIMA et al.,
2004; MOORADIAN, 1997). A hipoglicemia deprime o metabolismo cerebral, podendo
resultar em lesdes cerebrais permanentes e morte (SIMA et al., 2004).

Estudos demonstram que a diabetes produz alteragbes moleculares, celulares,
morfologicas e comportamentais no SNC, comprovando que as complicacfes neurolégicas da
diabetes ndo estdo limitadas as neuropatias periféricas (REAGAN et al., 1999; BAYDAS et
al., 2003a; BAYDAS et al., 2003b; COLEMAN et al., 2004). O DM tipo 2 tem sido
demonstrado como fator de risco a deméncia em idosos (OTT et al., 1999; LEIBSON et al.,
1997). Além disso, tem sido encontrado um aumento de neuroinflamacdo em pacientes com
deméncia diagnosticados com DM, quando comparados com aqueles sem DM (SONNEN et
al., 2009). Esse aumento dos niveis de inflamacdo foi atribuido & DM mal controlada,
desencadeando ativacdo do fator de transcricdo NF-xB e consequente liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias (FUNG et al., 2012).



A inflamacdo é parte da resposta imune inata seguida a insultos corpdreos
(LEIBOWITZ; HUGHES, 1983). Essa reacdo pode se estender por toda a circulacdo
sistémica e também para dentro do SNC (CARSON et al., 2006). O envolvimento do SNC
tem sido demonstrado apds injuria periférica aguda incluindo sepse, cirurgia, queimaduras, e
em condigdes cronicas como obesidade, artrite reumatoide e diabetes (FUNG et al., 2012). A
inflamacdo dentro do SNC é parte da patogénese de doengas neurodegenerativas, em
particular da doenca de Alzheimer, da EM e da doenca de Parkinson (CARSON et al., 2006;
FUNG et al., 2012). Inflamacdo periférica aguda e cronica pode estimular e intensificar a
inflamacdo no SNC, levando a exacerbacdo de doencas neurodegenerativas pré-existentes
(FUNG et al., 2012).

Uma vez que no modelo de desmielinizacdo experimental pelo brometo de etidio (BE)
é sabido que as células de Schwann sdo capazes de invadir as lesdes induzidas pelo gliotdxico
no SNC e contribuir para o reparo mielinico subsequente, o agente desmielinizante foi
empregado em ratos tornados diabético pela STZ, a fim de se verificar os efeitos do diabetes
sobre o processo de reparo das bainhas perdidas. Os animais diabéticos apresentaram
atividade macrofagica retardada e menor remielinizacdo quando comparados aos néo
diabéticos (BONDAN et al., 2006). Anormalidades na funcdo macrofagica sdo descritas na
DM (MAITRA; ABBAS, 2005), esclarecendo por que a remocao dos restos celulares é um
processo de mais longa duracdo nos animais diabéticos (BONDAN et al., 2011a).

Embora os oligodendrdcitos tenham sido as principais células remielinizantes no
tronco encefalico, as células de Schwann continuam a ser capazes de invadir as areas de lesdo
induzidas pelo BE, aparecendo pela primeira vez aos 11 dias nos ratos ndo diabéticos e aos 15
dias nos diabéticos (BONDAN et al., 2006). Nenhuma alteracdo ultraestrutural comumente
encontrada no SNP de pacientes diabéticos foi observada nas células de Schwann invasivas,
tais como as “formagdes em bulbo de cebola” ao redor de axonios remielinizados e/ou o
desprendimento ou a edemaciagéo das bainhas de mielina ja formadas. Mediante emprego de
método semiquantitativo para avaliagdo da capacidade remielinizante, os resultados indicaram
que a diabetes de curta duracdo induzida pela STZ foi capaz de prejudicar tanto a
remielinizacdo oligodendroglial quanto aquela desenvolvida pelas células de Schwann
invasivas, muito embora ndo tenha sido suficiente para induzir mudancas ultraestruturais
detectaveis nas ultimas (BONDAN et al., 2006).

A diabetes causa complica¢cBes primérias e secundérias, com comprometimento
funcional do SNC. A encefalopatia diabética primaria seria causada diretamente pela

hiperglicemia e/ou pela debilidade na acdo da insulina, enquanto a encefalopatia diabética



secundaria seria resultante da doenca vascular diabética ou pelo tratamento intensivo de
insulina, causando dano encefalico hipoglicémico (SIMA et al., 2004).

Em termos de mudancas estruturais, varias anormalidades foram descritas em
pacientes com DM tipo 1, tais como degeneracdo difusa e local no cortex cerebral, perda
neuronal, desmielinizacdo e gliose, e infarto secundario a microangiopatia (SIMA et al.,
2004).

Alteracdes estruturais descritas no SNC de ratos com diabetes induzida por STZ
incluem acimulo de glicogénio, degeneracdo de neurénios e atrofia de tanicitos. Ocorrem
também anormalidades ultraestruturais tais como dilatacdo e fragmentacdo de reticulo
endoplasmatico (HERNANDEZ et al., 2009), degranulacdo do reticulo endoplasmético
rugoso , aumento do namero de microtubulos, figuras de mielina e irregularidades quanto a
forma do nicleo e aparéncia da cromatina (SIMA et al., 2004).

A limitada remielinizacdo oligodendroglial observada em ratos diabéticos pode ser
resultante da falta de importantes fatores tro6ficos para a proliferacdo e diferenciacdo dos
oligodendracitos sobreviventes e/ou de seus progenitores, as OPCs (BONDAN et al., 2011a).
E reconhecido, por exemplo, que IGF-1 e 2 estimulam a proliferacdo dessas células e
receptores para IGF-1 sdo expressos em astrocitos e oligodendrécitos presentes nas margens
das lesbes desmielinizantes (BANKS et al., 2012; BONDAN et al., 2011a; FUSHIMI,;
SHIRABE, 2004; SIMA et al., 2004).

A insulina é a maior substancia regulatéria dentro do SNC, seus receptores estdo
distribuidos por todo encéfalo, e é transportada através da BHE por um sistema de transporte
de saturacdo (BANKS et al., 2012). A insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina-
1 (IGF-1) descendem de um ancestral proteico comum, que atua como um fator de
crescimento mitogénico e hormoénio metabdlico regulador (DUBOVY; SVIZENSKA, 1993;
SCHUMACHER et al., 1993; JUNG-TESTAS et al., 1994; BANKS et al., 2012).

O IGF-I é sintetizado em varios 6rgéos e tecidos, tanto em fetos quanto em adultos.
No local da lesdo, ¢ produzido por macrofagos (O’DONNELL et al., 2002). No SNC, o IGF-I
funciona como um fator pleiotrépico para neurbnios e células gliais, promovendo a
sobrevivéncia de oligodendrocitos maduros, inibindo a apoptose de oligodendrocitos
maduros, induzindo a diferenciagdo de OPCs em oligodendrécitos maduros e estimulando a
producéo de eritropoietina pelos astrocitos (FUSHIMI; SHIRABE, 2004).

O IGF-Il também ¢ sintetizado por diversos érgaos e tecidos, tendo um papel
importante na regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo de vérias células, durante o

desenvolvimento fetal. A sua sintese diminui, drasticamente, ap0s 0 nascimento e, em ratos



adultos, os maiores sitios de sintese sdo o plexo coroide e as leptomeninges. Pouco se conhece
sobre seu papel fisioldgico no SNC, porém, in vitro, tem exibido importante papel na fungéo
de neurbnios e células gliais, além de aparentemente constituir-se num mitégeno para as
células de Schwann (FUSHIMI; SHIRABE, 2004).

A perturbacg&o no sistema do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) no SNC
de ratos submetidos a diabetes pela administracdo de STZ foi mostrada. Apos duas semanas
de diabetes, 0 RNAm do IGF-II estava significativamente diminuido no encéfalo e na medula
espinhal. No modelo experimental de DM tipo 1 em ratos BB/Wor, foi encontrada reducao
significante na expressdo de IGF-I, de IGF-1I, de IGF-IR e de receptor de insulina j& nos
primeiros 2 meses de diabetes e persistindo por 8 meses, indicando que tais anormalidades
precedem o comprometimento cognitivo funcional e a perda neuronal por apoptose (SIMA et
al., 2004).

Segundo Fushimi e Shirabe (2004), os niveis de RNAm de IGF-I e Il aumentaram
durante os estagios de desmielinizacdo e remielinizacdo. Transcrigdes para IGF-I foram
expressas pelas células macrofagicas, enquanto aquelas para IGF-II foram expressas em
células de Schwann. Adicionalmente, a imunorreatividade para o IGF-IR e IGF-IIR aumentou
tanto no interior quanto na borda da lesdo, sugerindo a participacdo de ambos no processo de

reparacao de lesdes desmielinizantes.

3.9 Ciclosporina

A ciclosporina (CsA) foi descoberta nos laboratérios da Sandoz, na Suica, em 1972,
Desde entdo, revolucionou o transplante na medicina (TEDESCO; HARAGSIM, 2012).
Descoberta durante a pesquisa para novos agentes antifungicos, constituindo um metabdlito
polipeptidico ciclico extraido a partir do fungo Tolyplocadium inflatum (KUGA et al., 2008),
verificou-se ter muitas propriedades imunologicas, tornando-a um agente atrativo para a
imunossupressao em transplantes renais e de outros 6rgdos solidos, (KUGA et al., 2008;
TEDESCO; HARAGSIM, 2012) bem como, no tratamento de certas doengas autoimunes
(CALDER et al., 1987).

A ciclosporina é um decapeptideo lipofilico ciclico. No plasma, apresenta 90% de
ligagédo as proteinas, principalmente as lipoproteinas, mas também a albumina e globulinas
(TEDESCO; HARAGSIM, 2012).

A CsA atravessa a membrana plasmatica, liga-se e bloqueia uma familia de peptidil-
prolil isomerases conhecidas como ciclofilinas (BOREL, 1989; HUNT et al., 2010). Esse



complexo ciclosporina-ciclofilina liga-se & calcineurina (KUGA et al., 2008) e, essa, quando
ativada, desfosforila sitios regulatorios em diversos fatores de transcricdo, como o fator
nuclear de linfécitos T ativados (NFATs) (GOTO et al., 1986; TAKAHASHI et al., 1989;
DAWSON et al., 1994; PYRZYNSKA et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2007). Tal inibi¢do
impede a desfosforilacdo do NFAT e sua subsequente translocacdo do citoplasma para o
nacleo em um processo IL-2-mediado. A inibicdo a esse nivel previne a ativacdo de
promotores da ativacao de células T e, da resposta imune em geral (HUNT et al., 2010). A
desfosforilacdo do NFAT é essencial para a transcricdo de alguns genes de citocinas,
incluindo IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a (MATSUDA et al.,, 1998; MATSUDA; KOYASU,
2000; CRABTREE; OLSON, 2002; NORRIS et al., 2005). Dessa forma, a inibicdo da
desfosforilacdo do NFAT suprime a transcricdo dessas citocinas e inibe a ativacdo de varias
células T, macrofagos e células B (KUGA et al., 2008).

A ativacdo das células T é iniciada por uma cascata de eventos bioquimicos resultantes
da ocupacdo do receptor de célula T (TCR) por seu ligante MHC e é modulada por outras
moléculas de superficie das células T, tais como co-estimuladores e receptores de integrina.
Essas interacGes conduzem a um conjunto de sinais intracelulares, cuja integracao resulta em
mudangas de transcricdo nuclear, modificacdo do citoesqueleto e producdo de citocinas de
proliferacdo e de diferenciagdo (MASCARELL; TRUFFA-BACHI, 2003).

O alvo imunoldgico principal da CsA € a subpopulacdo célula T (MATSUE et al.,
2002). A CsA inibe a expressdo de genes que codificam para IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-
13, GM-CSF e IFN-y. Além disso, bloqueia a expressdo de CDS5 e IGK (genes das cadeias
leves kappa) em células B e de IL-4, IL-5, e TNF-a em mastécitos e TNF-o e GM-CSF em
células NK (KUGA, et al., 2008; MASCARELL; TRUFFA-BACHI, 2003; CALDER, et al.,
1987).

Graca et al. (2001), em estudo feito com desmielinizacdo priméria induzida pelo
brometo de etidio e com a administracdo de CsA, nao encontraram alteracdo no padrao
béasico, temporal e espacial, do processo de remielinizacdo e de reparo da lesdo, apresentando
caracteristica semelhante ao dos animais imunocompetentes e persistindo o achado de
infiltracdo linfocitaria. A caracteristica mais proeminente induzida pelo tratamento com
ciclosporina foi a presenca de alta densidade de oligodendrécitos, muitas vezes, dispostos em
grupos proximos aos axonios remielinizados da periferia da lesdo e apresentando longas
cisternas paralelas de reticulo endoplasmatico sugestivas de intensa atividade de sintese
(BONDAN et al., 2008).



Segundo BONDAN et al. (2008), a CsA caracteriza-se por apresentar como principal
efeito conhecido a reducdo da sintese e liberacdo de IL-2 a partir de linfocitos T CD4+

(auxiliares ou helper), com consequente supressdo da geracdo de linfocitos T citotoxicos
(CDg"), embora relativamente, poupando 0s supressores e mesmo 0s Citotoxicos ja gerados.
Outros componentes do sistema imune, tais como mondcitos, macrofagos, células NK e
linfocitos B poderiam ser igualmente afetados, mas de forma indireta, pela reducdo da propria
IL-2 e de outras citocinas, como GM-CSF, IL-3, IL-4 e IFN-y, dentre outras. A IL-2 estaria
presente no SNC em estados patoldgicos em que houve ruptura da BHE e infiltracdo de
células T ativadas nesse sitio, mais precisamente daquelas produtoras da referida citocina,
como as células Thl e T citotoxicas.

No SNC, ndo existem evidéncias de que a IL-2 module a funcdo ou expressdo génica
de células gliais outras que as células oligodendrogliais e suas progenitoras (BENVENISTE,
1992; BENVENISTE, 1995). A IL-2 recombinante humana tem mostrado influenciar a
proliferacdo e diferenciacdo de oligodendrdcitos de rato in vitro, de forma a aumentar em até
3 vezes 0 seu numero em culturas contendo IL-2, além de estimular sua maturacdo, como
evidenciado pela maior expressdao de MBP e de mRNA de MBP (BENVENISTE; MERRILL,
1986; BENVENISTE, 1992). No entanto, a IL-2 parece ter efeitos opostos sobre OPC de
ratos, uma vez que é capaz de causar inibicdo da proliferacdo dos mesmos (SANETO et al.,
1986). Dessa forma, a IL-2 pode ter efeitos bioldgicos varidveis sobre os oligodendrocitos,
conforme seu estado de diferenciacdo (BONDAN et al., 2008).

Conforme Bondan et al. (2008), a possivel deplecdo de IL-2 induzida pela CsA tem
facilitado a divisdo e a migracdo de OPCs para a area de lesdo, afetando, direta ou
indiretamente, o balanco final de fatores proliferativos e antiproliferativos relacionados aos
progenitores oligodendrogliais no microambiente lesional, facilitando os primeiros e, assim,

resultando em maiores nimeros de oligodendrdcitos presentes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais e inducdo da diabetes mellitus pela administracdo de

estreptozotocina

Foram utilizados 102 ratos Wistar, machos, de 4 a 6 meses de idade, obtidos junto ao
Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMVZ-USP, Sao Paulo, SP) e mantidos, em
ambiente controlado, no biotério da Universidade Paulista (UNIP, Sao Paulo, SP). Desses, 62
foram tratados para inducdo de diabetes mellitus pela administragdo de estreptozotocina
(50130, Sigma) na dose Unica de 50 mg/kg por via intraperitoneal. As doses individuais foram
diluidas em 0,3 ml de tampao citrato trissédico a 0,01 M com pH 4,5.

A eficécia da inducdo de diabetes mellitus foi avaliada 10 dias ap6s a administracdo da
solugdo por meio da determinacdo da glicemia. Quando o valor de 200 mg/dl ndo foi
alcancado, ap6s 10 dias, uma nova inducdo foi realizada.

Quarenta desses animais receberam, quando considerados diabéticos, 10 ul de solucao
de BE a 0,1% (grupos | e Il) e 20 animais, 0 mesmo volume de solucdo salina a 0,9% (grupos
1l e V).

Os animais do experimento foram divididos nos grupos abaixo discriminados:

Grupo | — Ratos diabéticos injetados com BE e tratados com CsA (n=20)

Grupo Il — Ratos diabéticos injetados com BE e ndo-tratados com CsA (n=20)

Grupo |1l — Ratos diabéticos injetados com solucéo salina e tratados com CsA (n=10)

Grupo IV — Ratos diabéticos injetados com solucdo salina e ndo-tratados com CsA
(n=10)

Grupo V — Ratos diabéticos (controles histolégicos; n=2)

Grupo VI — Ratos ndo-diabéticos injetados com BE e tratados com CsA (n=20)

Grupo VII — Ratos ndo-diabéticos injetados com BE e ndo-tratados com CsA (n=20)

4.2 Procedimento cirargico de acesso a cisterna basal para inje¢do de brometo de etidio

(BE) ou de solugéo salina

Foi realizada medicacdo pré-anestésica, via intraperitoneal, 0,1 mL por 100 g de peso
corporal com a associagdo de 5:1 de cloridrato de quetamina (Ketalar®) e cloridrato de
xilazina (Rompun®), respectivamente. A indugdo e manutencio anestésica foram realizadas

com a administracdo, via intraperitoneal, de 0,ImL por 100 g de tiopental sodico



(Thiopentax®). Tricotomia da regido fronto-parieto-occipital do cranio foi realizada a seguir,
com antissepsia cuténea feita com solucdo de iodo a 2%, aplicada na superficie cutanea
tricotomizada. A profundidade da anestesia foi testada regularmente pelo pincamento das
patas dianteiras e traseiras do animal e, uma vez abolida a resposta a estimulacédo, foi iniciado
0 procedimento cirdrgico.

Guardando-se todas as precaucdes de antissepsia, foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 5 mm na pele do cranio, a aproximadamente 1 cm distal e perpendicular a
linha supraorbital, com exposicdo e remocédo de parte do tecido subcutaneo.

Com auxilio de um motor de bancada, de uso odontol6gico, e de uma broca de nimero
2, foi feito um orificio na calota 6ssea a 0,85 cm postero-diagonalmente e a direita do bregma
até a exposicdo da duramater, que foi entdo aberta com a prépria agulha da seringa de

Hamilton, utilizada para injecdo do BE ou da solucéo salina.

4.3 Técnica de injecdo intracisternal

Dez microlitros de solucdo de BE a 0,1% em salina a 0,9% estéril foram injetados na
cisterna basal de animais dos grupos I, Il, VI e VII, enquanto o mesmo volume de solugéo
salina a 0,9% foi igualmente injetado em animais dos grupos Il e IV. Para tal, utilizou-se uma
seringa de Hamilton de 10 pL, com agulha removivel de calibre 26s, introduzida no orificio
previamente feito, numa posicao perpendicular ao plano da superficie dssea da calota craniana
e em direcdo a base do cranio. Ao se atingir com a ponta da agulha a base craniana, injetou-se
a solucdo, esperando-se cerca de 10 segundos para a retirada da agulha e com isso permitindo
melhor difusdo do liquido pelo sistema cisternal de forma a banhar a ponte.

A duramater foi deixada aberta e a pele, em conjunto com o restante do tecido
subcutaneo, foi suturada com fio de nylon agulhado 4.0, utilizando-se pontos simples
descontinuos. Apdés a cirurgia, procedeu-se nova antissepsia do local com solucéo de iodo a
2%. A seguir, o animal foi colocado em caixa individual contendo maravalha esterilizada por
autoclavagem (130°C por 20 minutos), e periodicamente inspecionado para avaliagéo clinica
geral pos-operatoria e identificacdo de sinais neuroldgicos, principalmente locomotores.

Ap0s 24 horas, o animal foi transferido para caixa maior, contendo outros animais que
tiveram idéntico procedimento cirurgico.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em caixas de

50x30x16 cm com maravalha esterilizada por autoclavagem (130°C por 20 minutos) e trocada



3 vezes por semana. Receberam ad libitum &gua e racdo peletizada, também esterilizadas e
tiveram seus niveis glicémicos monitorados quinzenalmente.

4.4 Tratamento com ciclosporina (CsA)

Os animais pertencentes aos grupos I, Il e VI foram tratados com CsA por via
intraperitoneal, na dose didria de 10 mg/kg, durante 7 dias e, ap06s a primeira semana,
mediante 3 doses semanais de 10 mg/kg, administradas com intervalo de, no minimo, 48
horas entre elas. O tratamento com CsA, preparada sempre no momento de sua utilizacéo, foi
iniciado imediatamente ap0s a injecao intracisternal do BE ou da solucéo salina.

Solucéio contendo 10 mg/mL de CsA (Sandimmun®) foi obtida por diluicdo do

concentrado para infusdo intravenosa (50 mg/mL) em solucéo salina estéril a 0,9%.

4.5 Perfusdo intracardiaca de solucao fixadora

Os animais utilizados no estudo ultraestrutural foram perfundidos com solucdo de
glutaraldeido a 4% em tampao fosfato de Sorensen 0,1 M (pH 7,2 - 7,4), a fim de se obter
uma adequada preservacdo do tecido nervoso.

Foram perfundidos com glutaraldeido a 4%, para os grupos I, Il, VI e VII, 3 animais
aos 7, 11, 15 e 21 dias e 8 animais aos 31 dias pos-injecdo do BE; e para os grupos Il e IV, 2
animais em cada um dos periodos anteriormente citados. A pressdo de perfusdo foi fornecida
por uma coluna de 1,5 m de altura do perfusato, cuidando-se para evitar a presenca de bolhas
de ar no sistema de perfusdo quando repleto de solucédo fixadora.

Cada animal foi profundamente anestesiado, utilizando-se thiopentax® (tiopental
sodico, 30 mg/kg, via intraperitoneal, Cristalia) e, uma vez abolido o reflexo de retirada da
pata frente a um estimulo pressorio, foi imobilizado, com auxilio de fita adesiva, em decubito
dorsal em uma placa de cortica. Realizou-se a seguir uma laparotomia medial e supra e
infraumbilical e, posteriormente, efetuou-se incisdo antero-médio-lateral do diafragma. A
parede toracica foi rebatida cranialmente por meio de uma incisdo longitudinal bilateral,
iniciando-se no rebordo costal (a direita e & esquerda) e estendendo-se até a por¢éo distal de
ambas as claviculas, sendo as costelas seccionadas. Com a exposic¢do dos 6rgdos da cavidade
torécica, foi removido o tecido adiposo periaortico para melhor visualizacdo da artéria aorta e
introduzida, na por¢do medial do ventriculo esquerdo, uma céanula fina conectada ao sistema
de perfuséo. A extremidade distal da canula foi deslocada em diregdo a valva adrtica com o

objetivo de alcancar a por¢do proximal do arco da aorta. Com a canula devidamente colocada,



permitiu-se o inicio da perfusdo, a0 mesmo tempo em que no atrio direito foi feita inciséo
para possibilitar a drenagem do sangue e da solucdo perfusora.
O animal foi perfundido por aproximadamente 15-20 minutos ou até serem

perfundidos 250 ml de solucéo.

4.6 Processamento do material para microscopia eletrénica de transmisséao

4.6.1 Pds-fixacao

Ap06s perfusdo com glutaraldeido a 4% em tampéo fosfato de Sorensen 0,1 M (pH 7,2-
7,4), o tronco encefélico foi removido, selecionando-se areas da porcdo ventral da ponte,
mesencéfalo e corpo trapezoide suspeitas de lesdo desmielinizante e procedeu-se a colheita de
fragmentos de 1 a 2 mm de espessura, por meio do uso de laminas de aco afiadas. Esses
fragmentos permaneceram imersos na mesma solucdo fixadora usada na perfusdo por até
cerca de 48 horas a 4°C e foram posteriormente lavados com tampao de Sorensen 0,1 M (pH
7,2-7,4) durante duas horas a 4°C, procedeu-se nesse intervalo 3 trocas do tampao. A seguir,
os fragmentos permaneceram em solucdo de tetroxido de dsmio (OsO4) a 1 % em tampéo por
um periodo de 3 horas a 4°C. Os fragmentos foram depois lavados em agua bidestilada a 4°C
durante 10 minutos, realizando-se nesse periodo duas trocas. Como terceiro fixador e
contrastante foi utilizado acetato de uranila a 0,5% em solucdo aquosa, onde os fragmentos
permaneceram por aproximadamente 16 horas a 4°C. A seguir, os fragmentos foram

submetidos a duas lavagens, de 5 minutos cada, em agua bidestilada a 4°C.
4.6.2 Desidratacdo

Apos lavagem em &gua bidestilada, efetuou-se a desidratacdo dos espécimes com
passagem em série crescente de acetona a 30%, 50%, 70% e 90%, permanecendo 0S
fragmentos 15 minutos em cada concentracdo. A acetona 90% foi substituida por acetona
pura, onde 0s espécimes permaneceram por 45 minutos, em 3 banhos de 15 minutos cada.

4.6.3 Incluséo dos espécimes

Depois de desidratados e imersos em acetona, os fragmentos foram transferidos para

solugdes constituidas por diferentes proporcdes de acetona: resina de inclusdao (Araldite 502)



misturadas, respectivamente, primeiro 2:1, depois 1:1 e apo6s 1:2. Em cada proporg¢do, 0s
espécimes permaneceram por uma hora em frascos abertos, a temperatura ambiente, em
agitador automatico, sendo entéo transferidos para resina pura por uma hora a 37°C. Na etapa
seguinte, foi realizada a inclusdo do material em moldes de silicone e os especimes incluidos
foram transferidos para estufa a 60°C durante 72 horas para completa polimerizagéo. A resina
Avraldite pura foi preparada no momento de sua utilizacdo e consistia de Araldite 502 (27 ml),
DDSA (23 ml), DMP-30 (1 ml).

4.6.4 Obtencéo e observacéo de cortes semifinos

Os blocos de resina contendo os fragmentos de tronco encefalico foram aparados com
lamina de aco de forma a obter a superficie trapezoidal de corte e eliminar areas de resina
desprovidas de material.

Para a microscopia de luz, cortes semifinos (0,5-1,0 um de espessura) foram obtidos
em ultramicrétomo Sorwall MT-5000, com a utilizacdo de navalhas de vidro. Os cortes
semifinos foram colhidos em laminas histoldgicas, que foram transferidas para estufa a 37°C
por uma hora para distenséo e aderéncia dos mesmos. Foram, entdo, corados com solucéo de
azul de toluidina a 0,25% em borato de s6dio a 1% por 1 a 2 minutos.

Os cortes semifinos foram examinados e fotografados em fotomicroscépio Olympus
BHT-100. Por meio desses cortes, foram selecionadas as areas mais favoraveis para detec¢do

dos processos de desmielinizacdo e/ou remielinizagéo.

4.6.5 Obtencdo e observacéo de cortes ultrafinos

Os blocos reaparados, apds a andlise e selecdo dos cortes semifinos, foram cortados
com navalha de vidro no ultramicrotomo anteriormente citado, obtendo-se seccbes de
aproximadamente 60 a 90 nm de espessura. Os cortes ultrafinos foram entdo colocados em
telas de cobre de 200 mesh e contrastados com solugdo de citrato de chumbo e acetato de
uranila a 2% por 5 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, foi feita a observacdo dos cortes ultrafinos em microscopio eletrénico de
transmissdo JEM -1200 EX2 JEOL, do Laboratério de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP).



4.7 Analise semiquantitativa da remielinizacao

A comparacdo entre os grupos submetidos ao modelo desmielinizante do BE
(diabéticos e ndo-diabéticos) foi feita aos 31 dias pos-injecdo, usando-se para tal o método
semiquantitativo preconizado por GILSON; BLAKEMORE (1993), desenvolvido para, a
partir de cortes semifinos, rapidamente documentar a extensdo e a natureza da remielinizagéo
apos lesdes gliotoxicas.

Trés cortes semifinos de cada animal dos grupos I, 1, VI e VII, obtidos aos 31 dias
apos injecdo do BE, foram examinados para a presenca de axonios remielinizados por
oligodendrdcitos e por células de Schwann, e para axénios desmielinizados. A identificacéo
da remielinizacdo por célula de Schwann ou por oligodendrécito foi feita utilizando-se
critérios morfolégicos previamente descritos (BONDAN et al., 2006). Uma vez que a
espessura das bainhas de mielina normais apresenta uma relagcdo constante com 0s axonios
que envolvem, as bainhas reparadas podem ser identificadas por serem mais finas que o
normal para os axdnios que recobrem. No nivel ultraestrutural, as bainhas produzidas por
oligodendrocitos possuem aparéncia e periodicidade caracteristicas. As células de Schwann
ndo estdo normalmente presentes na substancia branca do SNC. Além disso, tais células
relacionam-se com internodos individuais €, como a mielina periférica possui composicao
quimica diferente daquela da mielina central, isso resulta numa aparéncia distinta entre aquela
de origem oligodendroglial e aquela derivada da célula de Schwann, ap6s coloragcdo com azul
de toluidina. Ainda no nivel ultraestrutural, a superficie externa da mielina formada pela
célula de Schwann apresenta-se recoberta por membrana basal e o ndcleo dessa célula
mielinogénica pode, frequentemente, ser visto proximo a bainha formada.

Pelo método semiquantitativo utilizado, a proporcao de cada tipo de remielinizacdo é
estimada numa escala variando de 0 a 5. Uma lesdo, por exemplo, na qual todos os ax6nios
sejam remielinizados por oligodendrocitos, receberia um escore de oligodendrdcito (O) de 5,
um escore de célula de Schwann (S) de 0 e um escore de desmielinizagdo (D) de 0. Se, no
entanto, 40% dos axdnios desmielinizados forem remielinizados por oligodendrdcitos e 40%
por células de Schwann, com os ax6nios restantes permanecendo desnudos, a lesdo receberia,
entdo, um escore de O-2, S-2, D-1. Para comparar 0s escores de remielinizagdo dos animais
diabéticos (grupos I e 11) e ndo-diabéticos (grupos VI e VII) 31 dias apos injecdo de BE, um
diagrama de reparo mielinico por O versus por S foi construido, fornecendo uma
representacdo gréfica adequada de cada grupo. A média dos escores O e S £ 2 SEM (erro-

padrdo da média) constitui um dominio, que representa a média de reparo. Dominios que néo



se sobrepdem em tais representacdes gréficas sdo considerados como indicativos de resultados
significantemente diferentes (GILSON; BLAKEMORE, 1993).



5 RESULTADOS

5.1 Observacgdes morfolégicas dos animais do grupo VII (animais ndo-diabéticos

injetados com BE)

As lesdes induzidas pelo BE em ratos ndo-diabéticos foram caracterizadas por lesdes
desmielinizantes na superficie ventral da ponte e mesencéfalo, contendo células fagociticas na
area central, algumas membranas derivadas de mielina num espaco extracelular distendido,
assim como axonios desmielinizados.

Aos 7 dias, a analise ultraestrutural do centro dessas lesbes revelou a presenca de
macrofagos com diferentes estagios de degradacdo da mielina em seu citoplasma, desde a
visualizacdo de lamelas até o acumulo de glébulos de gordura neutra. Nas proximidades
desses macrdfagos, havia muitos axdnios desmielinizados, alguns com claros sinais de
degeneracdo, além de massas de membranas derivadas de mielina no espaco extracelular de
algumas areas.

Na periferia, foi notada a presenca de oligodendrdcitos e de células de Schwann aos 11
dias pos-injecdo, as Ultimas presentes em areas de espago extracelular aumentado e destituidas
de processos astrociticos, notadamente ao redor de vasos sanguineos e areas subpiais, estando
relacionadas com um ou mais axénios ainda desmielinizados ou ja em estagios iniciais de
remielinizacdo. Aos 15 dias, os oligodendrdcitos j& mostravam uma remielinizacao incipiente,
porém preponderante.

Os linfécitos constituiram um achado comum dos 11 aos 31 dias pds-injecdo do BE,
em localizacdo perivascular e profunda no neurdpilo. Por sua vez, células piais infiltrantes
foram encontradas dispostas principalmente na forma de cordBes monotipicos compactados
ou ainda como arranjos difusos.

A remielinizagdo realizada por ambas as células mielinogénicas aumentou com o
tempo, porém a oligodendroglia continuou prevalecendo no reparo mielinico do tronco
encefalico (Figura 1), muito embora as células de Schwann mostravam-se em estagio mais
avancado de remielinizacdo (Figura 2), com bainhas de mielina mais espessas do que aquelas
produzidas por oligodendrocitos no mesmo periodo.

Axonios destituidos de bainhas de mielina, agrupados ou em contato com processos
astrocitarios, foram também encontrados até os 31 dias, assim como macr6fagos em

diferentes estagios de degradacdo mielinica (Figura 3).



Figura 1 - Axonios remielinizados (r) por oligodendrécitos entremeados por processos astrocitarios (a). Lesdo de
21 dias pés-injecao do BE — Grupo VII. Micrografia eletronica — Barra = 2um.

Figura 2 - Axo6nios remielinizados (R) por células de Schwann, em localizacdo perivascular (v). Notar a presenca
de citoplasma da célula de Schwann (seta) envolvendo o axdnio, bem como a presenca de fibras colagenas (c).
Lesdo de 21 dias pés-injecdo do BE — Grupo VII. Micrografia eletrdnica — Barra = 1um.
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Figura 3 - Area central da lesdo contendo macréfagos (M) em diferentes estagios de degradacio mielinica, desde
a visualizagao de lamelas (L) até glébulos de gordura neutra (n). Presenca de vaso sanguineo (v). Leséo de 31
dias pos-injecdo do BE — Grupo VII. Micrografia eletrénica — Barra = 3 um.

Fonte: proprio autor

5.2 Observacgdes morfoldgicas dos animais do grupo Il (animais diabéticos injetados com
BE)

Todos os ratos submetidos a injecdo de estreptozotocina apresentaram hiperglicemia
(niveis superiores a 200 mg/dL) no 10° dia pds-injecdo e no dia da perfusio, desenvolvendo,
durante o periodo experimental, polidria e polidipsia caracteristicas, e perda de peso corporal.

A microscopia de luz, foram observadas, aos 7-11 dias pos-injecdo do BE, lesdes de
extensdo varidvel desde o mesencéfalo até o corpo trapezdide, porém afetando
predominantemente a superficie ventral da ponte, proximo as meninges. Duas areas podiam
ser claramente visualizadas em relacédo a injecdo do BE — uma central e outra periférica. O
centro da leséo exibia um espago extracelular expandido, preenchido por material floculento e
macrofagos ativados, bem como apresentando axodnios desmielinizados, isolados ou
aglutinados, alguns linfécitos e algumas poucas fibras nervosas em degeneracdo. A
microscopia eletrénica de transmissdo, o material floculento observado nos cortes semifinos
foi caracterizado pela presencga de grandes quantidades de membranas derivadas de mielina,

entremeando ax6nios desmielinizados e macr6fagos em intensa atividade fagocitica.



Areas hemorragicas foram visualizadas dos 11 aos 15 dias. Aos 11 dias, algumas
células com caracteristicas morfoldgicas de oligodendrdcitos foram vistas ao redor da area
central, mas sem qualquer indicacéo de atividade remielinizante.

O achado mais proeminente do 15° dia apds a injecdo do BE foi a associagdo inicial,
em localizacdo periférica, entre axdnios desmielinizados e células remielinizantes. As células
de Schwann estavam associadas com um ou mais axodnios desmielinizados ou j& formando
finas bainhas de mielina ao redor de axonios individuais em areas livres de astrocitos. Foram
notados ainda alguns poucos oligodendrocitos junto a axénios desmielinizados e proximos a
processos astrocitarios, as vezes hipertréficos e ricos em feixes de filamentos intermediarios.
Além da astrogliose periférica, a infiltragdo de células piais foi também notada dos 15 aos 31
dias pos-injecdo do BE e, apesar de raros, sinais de degeneracéo axonal persistiram até o 15°
dia pds-injecdo.

Poucos linfocitos foram encontrados, relacionados com restos de mielina e células
fagociticas, em localizacao perivascular ou profunda no neurépilo.

Aos 21-31 dias, persistiam ainda, no centro da lesdo, axdnios desmielinizados entre
profusas membranas derivadas de mielina e macr6fagos em atividade fagocitica (Figura 4).
Na periferia lesional, j& podiam ser visualizados axénios dotados de finas bainhas de mielina,
formadas por células de Schwann (Figura 5) ou oligodendrécitos (Figura 6), na dependéncia
da presenca ou ndo de processos astrocitarios associados. Por sua vez, as células de Schwann
apresentavam-se em fase mais avancada de deposicdo mielinica, ainda que algumas ainda
estivessem associadas com um ou varios axdnios desmielinizados (Figura 7), num espaco
extracelular expandido, no qual eram visualizadas numerosas fibras colagenas. Nao era
possivel identificar o tipo de remielinizacdo predominante, se por oligodendrécitos ou por
células de Schwann, embora se tenha notado claramente que as Ultimas possuiam maior
rapidez de deposi¢éo de mielina do que as primeiras. As bainhas de origem oligodendroglial
mostravam-se ainda muito delgadas e dotadas de lamelas mal compactadas (Figura 8). No
entanto, apesar da ocorréncia desse processo remielinizante nos bordos da lesdo, ainda se
observava 0 macico predominio de ax6nios desmielinizados. Processos astrocitarios
ligeiramente  tumefeitos também podiam ser encontrados, envolvendo axonios
desmielinizados, alguns poucos ax6nios em degeneracdo e restos de mielina no espaco
extracelular. Foram encontrados também capilares neoformados e grupamentos, as vezes
extensos, de células piais infiltrantes (Figura 9), mas ndo mais linfécitos.

Em relacdo aos achados do 21° dia nos animais do grupo VII, os diabéticos

aparentavam apresentar, no mesmo periodo, consideravel atraso no processo de reparo da



lesdo. A microscopia de luz, era possivel observar que os animais diabéticos exibiam maior
persisténcia de material finamente floculento no espago extracelular amplamente distendido
da area central. Além disso, a propor¢cdo de axo6nios desmielinizados mostrava-se
acentuadamente maior que nos animais ndo-diabéticos injetados com BE. A remielinizacdo de
origem oligodendroglial e por célula de Schwann apresentava-se aparentemente menos
extensa e com bainhas mais finas do que aquela encontrada ho mesmo periodo em animais
ndo-diabéticos.

As células piais, presentes principalmente ao redor dos vasos sanguineos, formavam
conjuntos compactos de dimensfes variaveis, muitas vezes, aprisionando em cavidades
axonios relacionados com células de Schwann ou contactando macréfagos em atividade
fagocitaria. Estruturas de membrana semelhantes a desmossomos apareciam entre células
meningeas adjacentes, algumas das quais mostravam indicios de fagocitose de restos
mielinicos.

Aos 31 dias pds-injecdo do BE, o reparo das bainhas perdidas foi identificado apenas
na periferia, enquanto a area central conservava a presenca de macrofagos de citoplasma
carregado com restos mielinicos e enormes quantidades de membranas derivadas de mielina.
Foram ainda observados, em localizacdo periférica, axénios dotados de delgadas bainhas de
origem oligodendroglial ou produzidas por células de Schwann, ninhos ou corddes de células
piais, axénios desnudos agrupados ou separados por processos astrocitarios, assim como
células de Schwann envolvendo varios axoénios de pequeno diametro. Oligodendrdcitos e
processos astrocitarios hipertréficos eram ainda visualizados em areas de membranas

derivadas de mielina persistentes.



Figura 4 - Area central da lesdo contendo macréfagos (M) em atividade fagocitica. Notar a enorme quantidade
de membranas derivadas de mielina (estrelas) no espaco extracelular expandido. Lesdo de 21 dias p6s-injecao do
BE — Grupo Il. Micrografia eletrénica — Barra = 3um.

Figura 5 - Axénios associados a células de Schwann (S), alguns ainda desmielinizados (d); outros ja em
remielinizagdo (r). Lesdo de 21 dias pos-injecdo do BE — Grupo I1. Micrografia eletrdnica — Barra = 2um.
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Figura 6 - Presenca de axdnios em degeneracao (A) proximos a alguns ja apresentando finas bainhas de mielina
(r) de origem oligodendroglial e outros ainda desmielinizados (d). Lesdo de 31 dias pos-injecdo do BE — Grupo
I1. Micrografia eletrdnica — Barra = 2um.
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Fonte: prdprio autor

Figura 7 - Célula de Schwann (S) em contato inicial com axdnios ainda desmielinizados (d). Lesdo de 31 dias
pos-inje¢do do BE — Grupo Il. Micrografia eletrénica — Barra = 1um.




Figura 8 - Axonios desmielinizados (d) e em estagio incipiente de remielinizagdo oligodendroglial (r). Leséo de
31 dias pés-injecdo do BE — Grupo 1. Micrografia eletrdnica — Barra = 2um.
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Fonte: préprio autor

Figura 9 - Area de infiltragdo macrofagica (M) e contendo ninhos de células piais (P) infiltrantes. Les&o de 15
dias po6s-injecdo do BE — Grupo |. Micrografia eletrdnica — Barra = 3um.

Fonte: préprio autor



5.3 Observagdes morfologicas dos animais do grupo VI (animais ndo-diabéticos
injetados com BE e tratados com CsA)

Nos animais injetados com BE e tratados com CsA, foram observadas lesdes
compactas aos 7-11 dias, com presenca de macrofagos ativados e de restos mielinicos no
espaco extracelular da éarea central. Na periferia, algumas células escuras de dificil
identificacdo, a microscopia de luz, podiam ser visualizadas aos 11-15 dias, assim como
infiltracdo pial, sobretudo perivascular, fibras nervosas desmielinizadas ou dotadas de finas
bainhas de mielina.

Aos 15 dias, a analise ultraestrutural revelou como aspecto mais caracteristico da leséo
(em relacdo aos animais do grupo VII) a alta densidade de células de contornos arredondados,
identificadas como oligodendrécitos, proximas a pequenos axdnios remielinizados e/ou
processos astrocitarios da periferia e dotadas de longas cisternas de reticulo endoplasmatico e
de complexo de Golgi evidente.

Também, eram observados linfécitos (Figura 10) em localizacdo perivascular ou
profunda no neurédpilo, contactando macréfagos, restos de mielina e aglomerados de células
piais, bem como mondcitos aderidos a face luminal do endotélio. Ax6nios desmielinizados,
associados ou ndo com processos astrocitarios, eram também encontrados.

Outros achados comuns nos bordos da leséo incluiam areas de axénios remielinizados
por oligodendrocitos (Figura 11) e preenchidas por processos astrocitarios hipertroficos e
células de Schwann em localizacdo preferencialmente perivascular, estabelecendo relacdes
iniciais com um ou mais ax6nios nus ou ja em processo de deposi¢do de nimeros varidveis de
lamelas de mielina, inclusive com formagéo de alcas redundantes em bainhas muito espessas.

Na area central da lesdo, os aspectos mais importantes compreendiam macrofagos
ativados, com numero e extensdo variavel de processos citoplasmaticos, axénios
desmielinizados e em degeneracdo Walleriana e poucas membranas derivadas de mielina.

O fato mais relevante aos 21-31 dias pos-injecdo do gliotoxico nos animais tratados
com CsA foi a comprovacdo do macico predominio de remielinizacdo de origem
oligodendroglial na periferia (Figuras 12, 13). Os oligodendrdcitos continuavam a exibir
extenso reticulo endoplasmatico e apareciam, muitas vezes, agrupados ou separados por
processos astrocitarios e axonios providos de delgadas bainhas de mielina.

Finos e espessos prolongamentos de astrocitos relacionavam-se com fibras nervosas

remielinizadas e macréfagos, oligodendrdcitos e seus processos e vasos sanguineos. Alguns



vasos sanguineos, no entanto, permaneciam desprovidos de processos astrocitarios
circundantes.

Além disso, linfdocitos, em numero inferior ao encontrado aos 15-21 dias, eram
visualizados em contato com finos processos astrocitarios e lamelas de mielina vesiculada.

Vérios axbnios permaneciam desmielinizados e desses alguns ja apareciam
relacionados com células de Schwann individualmente e em grupos. Bainhas de mielina mais
espessas que as produzidas por oligodendrécitos eram depositadas por células de Schwann
(Figuras 14, 15) em locais preferencialmente perivasculares e repletos de fibras colagenas, as
vezes proximos aos agrupamentos de células piais.

Né&o foi registrada mortalidade para a dosagem e regime de tratamento empregados na

imunossupressao com CsA.

Figura 10 - Célula com morfologia caracteristica de linfécito (L) em contato com prolongamentos de células
piais infiltrantes. Les&o de 15 dias pds-injecdo do BE — Grupo VI. Micrografia eletronica — Barra = 1pm.
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Figura 11 - Presenga de oligodendrécito (O) préximo a axonio (r) em processo de remielinizagéo. Observar
macrdfago ativado (M) contendo produtos de degradacdo da mielina. Lesdo de 15 dias pés-injecdo do BE —
Grupo VI. Micrografia eletrdnica — Barra = 3 um.
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Fonte: préprio autor
Figura 12 - Ax6nios (r) em processo de remielinizacdo entremeados por processos astrocitarios (a) e préximos a

grupos de oligodendrécitos (O) dotados de extenso reticulo endoplasmético rugoso. Lesdo de 21 dias pés-injecéo
do BE — Grupo V1. Micrografia eletronica — Barra = 3 pm.




Figura 13 - Ampliacdo de area de remielinizacdo oligodendroglial. O — oligodendrdcito; r — axdnios
remielinizados; a — processos astrocitarios hipertréficos. Lesdo de 21 dias p6s-injecdo do BE — Grupo VI.
Micrografia eletrénica — Barra = 1um.
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Fonte: prdprio autor

Figura 14 - Area contendo axdnios remielinizados (r) por oligodendrdcitos (O) e remielinizados (R) por células
de Schwann (observar citoplasma da célula de Schwann ao redor do internodo — seta). Notar a maior espessura
da bainha de mielina produzida por célula de Schwann. Lesdo de 31 dias p6s-injecdo do BE — Grupo VI.

Micrografia eletrénica — Barra = 3um.

Fonte: préprib autor



Figura 15 - Axdnios remielinizados (r) por células de Schwann em area de espago extracelular distendido. Notar
a presenca de citoplasma da célula de Schwann (cabegas de seta) ao redor das espessas bainhas de mielina
formadas. Lesdo de 31 dias pds-injecdo do BE — Grupo VI. Micrografia eletrdnica — Barra = 2um.
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5.4 Observacgdes morfoldgicas dos animais do grupo | (animais diabéticos injetados com
BE e tratados com CsA)

Os animais diabéticos tratados com CsA apresentaram achados similares aos do grupo
VI, com presenca de areas remielinizadas por oligodendrdcitos (Figuras 16A,B) ou por
células de Schwann (Figuras 17A,B), macrofagos ativados (Figuras 18A,B), astrocitos
hipertréficos (Figura 19), células piais infiltrantes e alguns linfécitos, conforme ja descrito.
Igualmente, foi encontrada, a partir do 15° dia pds-lesdo gliotdxica, grande densidade de
células oligodendrogliais (Figuras 20, 21, 22), dispostas, as vezes, em grupos e em pProcesso
de remielinizacdo, de forma bastante distinta ao atraso observado no grupo diabético, mas ndo
tratado com CsA.

O tratamento com CsA aparentemente reverteu o atraso no reparo geral da lesdo, com
menor proporgédo de axdnios desmielinizados e menor quantidade de membranas derivadas de

mielina na area central.



Figuras 16A,B - Axdnios remielinizados (r) por oligodendrdcitos (O). Lesdo de 31 dias pés-injecdo de BE -
Grupo I. Micrografia eletrdnica - Barra = 2 pm.
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Figuras 17A,B - Remielinizagdo por células de Schwann (S) em area perivascular e préximas a macréfagos (m).
Lesdo de 31 dias pos-injecdo de BE - Grupo I. Micrografia eletronica - A) Barra =5 um; B) Barra =1 pum.
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Figuras 18A,B - Macrofagos ativados (m) ao redor de vaso sanguineo (v). Notar em B a presenca de membranas
derivadas de mielina no espago extracelular. Lesdo de 31 dias pds-injecdo de BE - Grupo I. Micrografia
eletronica - A) Barra = 10 um; B) Barra =5 pm.

Fonte préprio autor



Figura 19 - Grupo de oligodendrocitos (0) préximos a processos astrocitarios (A) hipertroficos e axdnios em
processo de remielinizacdo. Lesdo de 31 dias pos-injecdo de BE - Grupo I. Micrografia eletronica - Barra = 5

um.
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Fonte: préprio autor

Figura 20 — Oligodendrécitos (0) agrupados e préximos a axdnios em remielinizagdo. Lesdo de 31 dias pos-
injecdo de BE - Grupo I. Micrografia eletronica - Barra =5 pm.

Fonte: proprio autor



Figura 21 - Ampliagdo de oligodendrocito (O) e seus prolongamentos junto a ax6nios remielinizados (r). Lesao
de 31 dias pos-injecdo de BE - Grupo I. Micrografia eletronica - Barra = 2 um.

Fonte: préprio autor

Figura 22 - Area de remielinizacdo por oligodendrécitos (0). Notar as diferentes densidades das células da
linhagem oligodendroglial presentes na area. Lesdo de 31 dias p6s-injecdo de BE - Grupo |. Micrografia
eletrbnica - Barra =5 um.
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5.5 Observagdes morfologicas dos animais do grupo Il (animais diabéticos injetados
com solucdo salina e tratados co CsA), IV (animais diabéticos injetados com solucao

salina e ndo-tratados com CsA) e V (ratos diabéticos — controles histoldgicos)

Os animais injetados com solucdo salina, tratados ou ndo com CsA, ndo apresentaram
qualquer sinal de lesdo ou desorganizagdo tecidual aos 31 dias pos-inje¢do do BE. Além
disso, os ratos do grupo V, ndo-injetados com o gliotoxico, mas que permaneceram diabéticos
por um periodo de 31 dias, também ndo demonstraram quaisquer evidéncias de alteracdo

neuronal ou glial na area do tronco encefalico estudada.

5.6 Analise semiquantitativa da remielinizacéo

A anélise semiquantitativa proposta foi efetuada para os cortes semifinos dos animais
dos grupos I, 1, VI e VII aos 31 dias pds-injecdo de BE. A distribui¢do dos escores atribuidos
pode ser observada na Tabela 1 e os diagramas resultantes, com os dominios calculados a
partir das médias dos escores de remielinizacdo por oligodendrocito (O) e por célula de
Schwann (S) + 2 erros-padrdo da média (SEM) constam na Figura 23, confirmando o atraso

do processo remielinizante nos animais diabéticos do grupo II.



Tabela 1 - Escores de remielinizagdo aos 31 dias pos-injecdo de BE nos grupos VII (BE em ratos ndo-
diabéticos), Il (BE em ratos diabéticos), | (BE em ratos diabéticos e tratados com CsA) e VI (BE em ratos ndo-
diabéticos tratados com CsA), de acordo com o0 método semi-quantitativo desenvolvido por Gilson e Blakemore
(1993) para cortes semifinos.

Grupo VII (ndo- Grupo Il (diabético, Grupo | (diabético, Grupo VI (néo-
diabético, sem CsA) sem CsA) com CsA) diabético, com CsA)
Cortes o S D o S D o} S D o} S D
por
animal
1 4.0 1.0 0.0 3.0 0.5 15 3.0 2.0 0.0 4.0 0.5 0.5
1 35 15 0.0 25 1.0 15 3.0 2.0 0.0 35 1.0 0.5
1 3.0 2.0 0.0 15 05 3.0 25 15 1.0 35 15 0.0
2 3.0 1.0 1.0 25 2.0 0.5 25 15 1.0 35 15 0.0
2 3.0 1.0 1.0 40 1.0 0.0 25 1.0 15 4.0 1.0 0.0
2 3.0 2.0 0.0 25 05 2.0 35 15 00 4.0 1.0 0.0
3 20 2.0 1.0 3.0 0.5 15 4.0 1.0 0.0 35 1.0 0.5
3 4.0 1.0 0.0 25 1.0 15 35 15 00 4.0 1.0 0.0
3 3.0 2.0 0.0 3.0 0.0 2.0 25 20 05 4.0 0.5 05
4 3.0 1.0 1.0 4.0 0.0 1.0 35 10 05 4.0 0.0 1.0
4 1.0 2.0 2.0 35 05 1.0 3.0 1.0 1.0 4.0 1.0 0.0
4 4.0 0.0 1.0 20 1.0 2.0 4.0 0.0 1.0 35 15 0.0
5 3.0 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 35 15 00 4.0 05 05
5 3.0 15 05 3.0 1.0 1.0 35 10 05 4.0 1.0 0.0
5 35 15 0.0 25 05 2.0 35 10 05 35 1.0 05
6 3.0 20 0.0 20 1.0 20 3.0 20 00 35 1.0 05
6 3.0 1.0 1.0 20 1.0 20 3.0 1.0 1.0 35 15 0.0
6 25 2.0 0.5 20 0.0 3.0 25 20 05 4.0 1.0 0.0
7 4.0 1.0 0.0 25 1.0 15 3.0 1.0 1.0 35 1.0 05
7 4.0 0.0 1.0 2.0 1.0 20 4.0 1.0 00 35 15 0.0
7 3.0 15 0.5 1.0 1.0 3.0 3.0 1.0 1.0 35 15 0.0
8 3.0 20 0.0 25 05 20 3.0 20 00 35 1.0 05
8 4.0 1.0 0.0 20 0.0 3.0 25 25 00 35 15 0.0
8 25 05 2.0 20 1.0 2.0 35 0.5 1.0 4.0 1.0 0.0
MEDIA 3.13 131 0.56 2.52 0.73 1.75 3.15 136 05 3.72 1.04 0.23
SD 071 0.62 0.63 0.71 0.47  0.78 0.5 0.58 0.49 0.25 0.39 0.29
SEM 0.14 0.12 0.13 0.14 0.09 0.16 0.1 0.11 0.1 0.05 0.08 0.06

O — axdnios remielinizados por oligodendrécitos; S — axdnios remielinizados por células de Schwann; D — axdnios
desmielinizados; SD — desvio-padrdo; SEM — erro-padrdo da média.



Figura 23 - Diagramas dos escores de remielinizacdo por oligodendrécito (O) versus por
célula de Schwann (S) nos ratos dos grupos | (A), Il (B), VI (C) e VII (D) aos 31 dias pos-
injecdo de BE. As areas dentro dos circulos representam as médias + 2 SEM e sédo
consideradas como dominios que representam uma media de reparo. Dominios que ndo se
sobrepdem indicam resultados significativamente diferentes. A maioria dos axdnios s&o
remielinizados por oligodendrocitos. n= numero de observacdes.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, as observacdes obtidas dos cortes semifinos e ultrafinos nos
grupos tratados com CsA confirmam aquelas descritas em estudo prévio, usando CsA ap0s
injecdo de BE no tronco encefélico de ratos (BONDAN et al., 2008). De novo, foi claramente
observado que os ratos injetados com BE e tratados com essa droga imunossupressiva
apresentaram uma maior densidade de oligodendrécitos nas margens lesionais, em relacdo aos
animais ndo-tratados e também em relacdo aqueles tratados com ciclofosfamida (BONDAN et
al., 2000) ou dexametasona (BONDAN et al., 2004) de investigacOes prévias.

Com a andlise semiquantitativa (comparando os dominios dos escores médios para 0s
grupos tratados com CsA, diabéticos ou ndo, e seus limites - £ 2SEM — aos 31 dias), foi
evidente que o tratamento com CsA, no presente estudo, causou um aumento na
remielinizagéo de origem oligodendroglial.

A CsA age nas células-alvo, ligando-se a ciclofilinas, uma familia de peptidilprolina-
isomerases (BOREL, 1989). Seu efeito imunossupressivo é devido a ligacdo com a ciclofilina
A e o complexo droga-receptor inibe, entdo, a atividade de defosforilase da calcineurina,
prevenindo a defosforilagdo do fator nuclear de célula T ativada (NFAT) e, assim, inativando
o fator de transcricdo NFAT (TAKAHASHI et al., 1989). Como a defosforilagdo do NFAT é
necessaria para a transcricdo de um numero de genes de citocinas, incluindo I1L-2, IL-4, IFN-
8, TNF-a, fica inibida a ativacdo de vérias células T, macrofagos e células B (MATSUDA;
KOYASU, 2000; KUGA et al., 2008). A supressdo da expressdo de IL-2 pela CsA parece
desempenhar um importante papel nos processos imunoldgicos mediados por célula T
(KUGA et al., 2008).

A IL-2 pode estar presente no SNC em estados patoldgicos, apds ruptura da barreira
hematoencefélica (BHE) e infiltracdo de células T nesse sitio, mais precisamente daquelas
produtoras da referida citocina como as células Thl e células T citotoxicas (BENVENISTE,
1992, 1995).

No SNC, é reconhecido que a IL-2 pode modular a funcdo e a expressdo génica de
oligodendradcitos e seus progenitores (SANETO et al., 1986; BENVENISTE, 1992, 1995). A
IL-2 recombinante humana parece influenciar a proliferacdo e a diferenciacdo de
oligodendrocitos de rato in vitro, aumentando em até 3 vezes seus numeros em culturas
contendo IL-2 e estimulando sua maturagcdo, como demonstrado pela expressdo aumentada de
proteina basica de mielina (MBP) e de RNAm de MBP (BENVENISTE, 1992; MATSUDA,;
KOYASU, 2000). Por outro lado, a IL-2 parece inibir a proliferacdo de células progenitoras



de oligodendrécitos (OPCs) (SANETO et al., 1986; BENVENISTE, 1992; BENVENISTE,
1995), sugerindo que a IL-2 possui efeitos bioldgicos varidveis sobre oligodendrocitos,
conforme seu estagio de diferenciacao.

Linfocitos foram encontrados em lesdes desmielinizantes de grupos injetados com BE,
algumas vezes contactando restos mielinicos no espago extracelular e macrofagos ativados
contendo mielina fagocitada, em relacdo sugestiva de reconhecimento antigénico (BONDAN
et al., 2008).

Uma explicacdo possivel para a alta densidade de oligodendrocitos em ratos
submetidos ao tratamento com CsA poderia ser pela inibicdo da secrecdo de IL-2 induzida
pela droga. Isso requereria que os linfocitos nas lesdes induzidas pelo BE tivessem a
capacidade de secretar essa citocina (como a subpopulacdo Thl) e estivessem ativados por
estimulacdo antigénica. Uma vez que a referida citocina inibe a proliferacdo de OPCs in vitro
(SANETO et al., 1986; BENVENISTE, 1992; BENVENISTE, 1995), é possivel que a
deplecdo de IL-2 no sitio lesional facilite a divisdo e migracdo de tais células.
Paradoxalmente, oligodendrécitos maduros sdo capazes de acelerar sua capacidade de
mielinizacdo e de remielinizacdo na presenca de IL-2 (SANETO et al., 1986; BENVENISTE,
1992). Isso seria benéfico em doencas desmielinizantes, embora ndo observado em condi¢des
imunomediadas, como na esclerose mdaltipla (EM) e na encefalomielite autoimune
experimental (EAE), caracterizadas por abundantes infiltrados linfocitarios, especialmente de
células Thl (BENVENISTE, 1995). E importante ressaltar que estas conclusées conectando
IL-2 e células oligodendrogliais foram obtidas de estudos in vitro, nos quais um cenario mais
simples é encontrado. O microambiente in vivo representa um meio muito mais complexo e
imprevisivel devido as intrincadas interacfes entre os diferentes tipos celulares envolvidos e
seus fatores secretados.

O desaparecimento astrocitario e o dano mecénico devido a injecdo intracisternal da
gliotoxina sdo identificados como fatores capazes de perturbar a barreira hematoenceféalica
(BHE), assim permitindo a infiltragdo linfocitaria. Vasos sanguineos desprovidos de
processos astrocitarios proximos continuaram a ser visiveis aos 31 dias pos-injecdo do BE,
sugerindo a falta de uma BHE completamente desenvolvida, uma vez que é conhecido que a
presenca astrocitaria parece ser essencial a inducdo de juncdes oclusivas da BHE (RISAU,
1991).

Mesmo durante a inflamacdo, o nUmero total de linfécitos no SNC é
comparativamente pequeno em relacdo a outros sitios corporais. Assim, a quantidade de

células capazes de reagir a um dado antigeno é proporcionalmente reduzida e a resposta



linfocitéaria é restrita a um namero relativamente pequeno de clones (resposta oligoclonal)
(LEIBOWITZ; HUGHES, 1983).

Na presente investigacdo, ndo houve evidéncia de que o tratamento com CsA foi
prejudicial a atividade macrofagica, uma vez que, ao contrario do observado com o uso de
ciclofosfamida (BONDAN et al., 2000) ou dexametasona (BONDAN et al., 2004), ndo houve
diferenga significativa na quantidade de membranas derivadas de mielina entre os grupos
diabéticos | e 11 e ndo-diabéticos VI e VII, tratados ou ndo com CsA.

Ninhos de oligodendrdcitos similares aos observados neste estudo foram encontrados
em tentativas de remielinizacdo na EM (RAINE et al. 1981) e na EAE (RAINE et al., 1988).
Tal distribuicdo ndo é um aspecto normal do tecido nervoso e pode refletir a existéncia de
OPCs em resposta a fatores troficos (RAINE et al., 1988).

No modelo do BE, foi descrita uma populacdo celular com imunorreatividade de

membrana ao gangliosidio D3 (GD,) dos 6 aos 12 dias apos injegdo do gliotoxico, sendo

considerada como possiveis OPCs que surgiram em resposta ao processo desmielinizante
(REYNOLDS; WILKIN, 1993).

Oligodendrdcitos originam-se de precursores mitdticos migratérios, transformados
depois em progenitores e, ap0s, amadurecendo progressivamente em células pos-mitéticas
produtoras de mielina (BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; BRADL; LASSMANN, 2010).
Essas OPCs derivam de células neuroepiteliais de zonas ventriculares, em estagios muito
precoces da vida embridnica, e migram por longas distancias além de tais zonas, povoando o
neuropilo em desenvolvimento para formar a substincia branca de todo o encéfalo
(BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; BRADL; LASSMANN, 2010).

A zona subventricular (ZSV) é a matriz germinal do telencéfalo que primeiro aparece
durante o dltimo ter¢co do desenvolvimento embridnico murino. Cresce durante o pico da
gliogénense e, entdo, diminui de tamanho, embora persista, por toda a vida adulta
(BAUMANN; PHAM-DINH, 2001; BRADL; LASSMANN, 2010). Embora a maioria das
células dé origem a uma progénie homogénea, algumas células da ZSV originam ambos
oligodendrocitos e astrocitos e umas raras celulas desenvolver-se-d0 em neuronios e glia
(LEVISON; GOLDMAN, 1993).

Durante a remielinizagdo, as OPCs adultas locais devem mudar de um estado
quiscente a um fenOtipo regenerativo e essa transicdo parece ser disparada por fatores
derivados de células microgliais ativadas e astrocitos, conduzindo a proliferacdo e ao
recrutamento de OPCs a areas desmielinizadas, nas quais ocorre a diferenciacdo de OPCs a

oligodendrdcitos remielinizantes. OPCs adultas receberam numerosas denominacdes, tais



como sinantdcitos e polidendrdcitos, demonstrando atividade proliferativa in vivo e notavel
plasticidade in vitro (GRITTI; BONFANTI, 2007).

Quando submetidas a tratamento com CsA in vitro, as células-tronco neurais,
coletivamente referidas como células precursoras neurais (NPCs), isoladas do subepéndima
telencefélico de camundongos adultos CDI, mostraram aumento de numero e maiores
colbnias, sem qualquer alteracdo no perfil de diferenciacdo dessas coldnias, indicando que a
CsA ndo promoveu sobrevivéncia seletiva de uma linhagem neural em particular. Consistente
com as observacdes in vitro, a administracdo in vivo de CsA a animais adultos aumentou os
nameros de NPCs no interior dos nichos neurogénicos ao longo dos ventriculos laterais
(HUNT et al., 2010).

Por outro lado, precursores derivados do hipocampo mostraram proliferacdo diminuida
in vitro, com numeros diminuidos de neurdnios e aumentados de astrocitos, em colbnias
tratadas com CsA (GUO et al., 2007). Tais observacdes discrepantes, provavelmente, refletem
0 uso de pools precursores temporalmente (embridnicos versus adultos) e regionalmente
(hipocampais versus subependimais) distintos e enfatizam as diferencas entre as populacdes
iniciais nesses estudos.

Este estudo demonstra que a administragdo de CsA in vivo, apo6s lesGes
desmielinizantes induzidas pelo BE, estimulou a remielinizagéo oligodendroglial (escores
médios de remielinizacdo de 3,72+0,25 para oligodendrdcitos e 1,04+0,39 para células de
Schwann) em comparacdo aos animais ndo-tratados (3,13+0,71 e 1,31+0,62,
respectivamente), muito embora os mecanismos pelos quais esse efeito positivo ocorre sejam
obscuros.

O atraso no processo de remielinizacdo nos animais diabéticos ficou evidenciado pelos
escores de remielinizacdo 2,52+0,71 para oligodendrocitos e 0,73+0,47 para células de
Schwann. Os animais do grupo 11, aos 11 dias p6s-inje¢do do agente gliotdxico, apresentaram,
na area central da lesdo, material floculento, que, na microscopia eletronica de transmissao,
foi caracterizado pela presenca de grande quantidade de membranas derivadas de mielina
entremeando ax6nios desmielinizados e macréfagos em atividade fagocitica. Ja nos animais
ndo-diabéticos (grupo VII), no mesmo periodo, foi notada a presenca de oligodendrdcitos e de
ceélulas de Schwann, relacionadas com um ou mais axonios ainda desmielinizados ou ja em
estagios iniciais de remielinizagdo. Tal atraso ja fora evidenciado por Bondan et al. (2006).

Reynolds e Wilkin (1993) relataram a auséncia de remielinizacdo significante no
tronco encefalico em &reas onde persistiam grandes quantidades de restos mielinicos. Alguns

estudos ressaltam que uma rapida remielinizacdo mostrava-se geralmente acompanhada de



intensa resposta astrocitaria, bem como de uma pronta remocdo dos restos mielinicos,
sugerindo que a presenca de macrofagos apropriadamente ativados permitiria uma maior
acessibilidade das células mielinogénicas aos axonios (GRACA; BLAKEMORE, 1986;
JEFFERY; BLAKEMORE, 1995).

A diabetes mellitus promove dano na BHE (SIMA et al., 2004), permitindo, assim, o
aparecimento de infiltrados inflamatorios compostos de células T ativadas, células B e
macrofagos. Fatores soltveis das células mononucleares/linfoides, por sua vez, mostram-se
capazes de modular o crescimento e funcdo de células gliais. Por outro lado, essas células
gliais sdo capazes de secretar numerosas moléculas imunorregulatoérias, como IL-1, IL-3, IL-
6, IFN-y, IFN-B e TNF-a, que, em contrapartida, influenciam o sistema imune, estabelecendo-
se, assim, uma aparente comunicacdo mediada por fatores sollveis entre as células imunes e
as células gliais (BENVENISTE, 1992). Macréfagos e astrocitos permitiriam, entdo, a
existéncia de um meio repleto de citocinas e de fatores de crescimento, possibilitando uma
remielinizacéo eficiente (BENVENISTE, 1992; SKUNDRIC; LISAK, 2003).

Muito embora macréfagos/micréglia ativada e astrécitos sejam reconhecidamente
capazes de influenciar-se mutuamente, estabelecendo uma comunicacao bidirecional por meio
de fatores sollveis, tais como, IL-1, IL-6 e TNF-o. (BENVENISTE, 1992), as respostas
macrofagica e astrocitaria podem apresentar-se também desvinculadas em sua expresséo final,
com diminuicdo da primeira e manutencdo da segunda, sugerindo, assim, que outras variaveis
estdo também envolvidas no cenario do reparo tecidual ap6s episddio de desmielinizacdo em
ratos.

No presente estudo, ndo foi observada diminuicdo na infiltracdo linfocitaria como
observado em ratos imunossuprimidos (BONDAN et al., 1999a; BONDAN et al., 2000;
BONDAN et al., 2004). Tal fato pode sugerir que o estado diabético atingido por esses
animais ndo foi suficiente para comprometer sua funcdo imunoldgica. Foram, porém,
encontradas indicacdes de que a atividade macrofagica estava perturbada, com base no achado
de grande quantidade de membranas derivadas de mielina, sugerindo que a diabetes mellitus
de curta duracdo promove a lentiddo em todos os eventos subsequentes de reparo nas lesoes
induzidas pelo BE no SNC de ratos (GRACA; BLAKEMORE, 1986; BONDAN et al., 19993;
BONDAN et al., 2000; BONDAN et al., 2004). Funcdo anormal dos macréfagos tem sido
descrita na diabetes mellitus (SKUNDRIC; LISAK, 2003; MAITRA; ABBAS, 2005) e pode
explicar porque a remocdo dos debris celulares mostrou ser um processo de maior duragao

nos animais do grupo II.



Alguns estudos mostram que a diabetes induzida pela estreptozotocina atrasa a
remielinizacdo tanto por oligodendrécitos quanto por células de Schwann (BONDAN et al.,
2006), além disso induz desarranjos na mielina (HERNANDEZ et al., 2009). Adicionalmente,
a hiperglicemia inibe a proliferacdo das células de Schwann e restringe a regeneracdo dos
axonios (GUMY et al., 2008). Os sinais de degeneracdo axonal foram raros tanto nos animais
diabéticos como nos ndo-diabéticos e foram observados dos 7 aos 15 dias pds-injecdo de BE
ou de solucdo salina, fato que pode ser atribuido ao trauma da injecdo e ndo ao estado
diabético. Esse achado corrobora com o de Thomas (1984), para o qual o estado diabético de
curta duracdo ndo seria suficiente para provocar alteracdes morfoldgicas axonais detectaveis.

A origem da presenga invasiva das celulas de Schwann no SNC ainda ndo esta
totalmente esclarecida, mas tem sido atribuida ao desaparecimento local dos astrécitos,
permitindo o livre acesso das mesmas a partir das fibras nervosas da pia-mater, das fibras
associadas aos vasos de maior calibre do SNC ou ainda daquelas provenientes de nervos
cranianos originarios da ponte (PEREIRA et al., 1998).

No presente estudo, nos animais diabéticos, as células de Schwann foram identificadas
no 15" dia ap6s a injecdo do agente gliotéxico e, nos ndo-diabéticos, essas células estavam
presentes ja no 11" dia pés-injecdo do BE, embora a distribuicdo das células de Schwann
tenha sido a mesma, ou seja, nas areas de espaco extracelular espandido, destituida de
processos astrociticos e, notadamente, ao redor de vasos sanguineos e em areas subpiais.
Assim sendo, foi verificado um atraso na invasdo das células de Schwann no tronco
encefalico dos animais do grupo Il, quando comparado com os animais do grupo VII. No
tronco enceféalico, as células de Schwann em lesdes induzidas pelo BE foram detectadas aos
10 dias (YAJIMA; SUZUKI, 1979) e aos 11 dias (PEREIRA et al., 1998) p0s-injecdo,
confirmando, assim, nosso achado.

Na diabetes experimental induzida pela estreptozotocina sdo encontrados niveis
diminuidos de insulina e de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (CROSBY et
al., 1992; GOLDSTEIN et al., 1992), sendo ambos reconhecidos como importantes fatores
estimulantes para as células de Schwann (DUBOVY; SVIZENSKA, 1993; SCHUMACHER
et al., 1993; JUNG-TESTAS et al., 1994), o que pode explicar a sua aparente dificuldade de
reparar as bainhas de mielina perdidas nos animais tornados diabéticos.

Em células, como as de Schwann, que ndo necessitam de insulina para o transporte de
glicose, o nivel aumentado de glicose sérica causa acumulo de glicose intracelular, que ativa
vias anormais do metabolismo da glicose, a via do poliol, pela enzima aldose redutase,

resultando em acumulo de produtos finais como sorbitol e frutose, os quais tém efeito



hiperosmotico dentro da célula, promovendo sua morte. Além disso, a hiperglicemia pode
provocar uma diminuigdo dos niveis tissulares de mioinositol e isso é sugerido como provavel
causa de uma sequéncia de eventos que conduzem a alteracdes na atividade da ATPase sodio-
potassio. A deposicdo desses poliois perturba a maquinaria celular de formacdo de
metabdlitos intermediarios normais, alterando o complexo equilibrio entre as redes de
sinalizacdo intracelular e as enzimas-alvo (SKUNDRIC; LISAK, 2003; MAITRA; ABBAS,
2005), incluindo as envolvidas na iniciacdo da transcricdo de numerosos genes, sobretudo das
citocinas pro-inflamatorias e neuropoiéticas (IL-1, IL-6, TNF-a). Tais citocinas tém efeitos
pleiotréficos sobre as células gliais e os neurbnios, direta ou indiretamente, por meio da
regulacdo de fatores neurotréficos (SKUNDRIC; LISAK, 2003).

O desarranjo no metabolismo do poliol, com aumento das concentracdes de sorbitol e
frutose endoneural, ocorre trés dias apds a administracdo da estreptozotocina, com aumento
da atividade da enzima aldose redutase em uma semana (CAMERON et al., 1997). Neste
estudo, se esses eventos ocorreram, possivelmente ndo foram suficientes para induzir
alteracdes ultraestruturais detectaveis nas células de Schwann.

Uma vez que a origem dos oligodendrocitos remielinizantes, apds episodios de
desmielinizacdo, pode ser atribuida a migracdo e a divisdo mit6tica daqueles sobreviventes
nas margens da lesdo e/ou a proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras OPCs,
existentes em estado quiescente na substancia branca do SNC adulto (BRADL; LASSMANN,
2010), pode-se também imputar a limitada remielinizacdo oligodendroglial, observada nos
ratos do grupo Il, a falta de importantes fatores tréficos para a proliferacéo e diferenciacéo de
oligodendrocitos sobreviventes e/ou das OPCs. E reconhecido, por exemplo, que o IGF-1 e 2
estimulam a proliferacdo dessas células e que receptores para IGF-1 sdo expressos em
astrécitos e oligodendrécitos presentes nas margens das lesdes desmielinizantes (FUSHIME;
SHIRABE, 2004; BANKS et al., 2012).

Ja a administracdo de CsA em animais diabéticos foi capaz de reverter os efeitos
deletérios da diabetes mellitus sobre a remielinizacdo, conforme observado pelos escores de
3,15+0,5 para oligodendrdcitos e 1,36+0,58 para células de Schwann, comprovando, assim, o
efeito positivo da CsA sobre o processo remielinizante pos-injecéo gliotdxica.

Como ja apresentado (BONDAN et al., 2008), a CsA produz um efeito direto ou
indireto sobre nichos persistentes de OPCs, no ambiente do SNC maduro, por afetar o balango
final entre fatores proliferativos/antiproliferativos  relacionados a  populagdes
oligodendrogliais no sitio lesional, talvez facilitando os primeiros e, por fazer isto, resultando

em maiores nimeros de oligodendrocitos.



7 CONCLUSAO

A administracdo de CsA in vivo, apos lesdo desmielinizante pelo agente gliotoxico BE
no tronco encefalico de ratos, estimulou a remielinizagcdo oligodendroglial, conforme anélise
semiquantitativa realizada aos 31 dias pds-injecdo. Na andlise ultraestrutural, a caracteristica
mais proeminente induzida pelo tratamento com ciclosporina foi a presenca de alta densidade
de oligodendrocitos, muitas vezes dispostos em grupos proximos aos axonios remielinizados
da periferia da lesdo e apresentando longas cisternas paralelas de reticulo endoplasmatico.

O estado diabético induzido pela estreptozotocina mostrou-se capaz de retardar o
processo remielinizante promovido tanto por oligodendrécitos quanto por células de
Schwann, com maior proporcao de axonios que permaneciam desmielinizados aos 31dias pds-
injecdo. Na analise ultraestrutural tornou-se evidente aos 21-31 dias que os ratos diabéticos
apresentavam consideravel atraso no processo de reparo comparado aos animais nao-
diabéticos, com maior quantidade de membranas derivadas de mielina na &rea central e menor
extensdo de remielinizacdo periférica por oligodendrécitos e células de Schwann. Nos ratos
diabéticos uma maior proporcdo de axdnios persistiu sem mielina e os remielinizados
claramente mostraram bainhas de mielina mais finas em relacdo aos ndo-diabéticos.

O uso de ciclosporina por 31 dias foi capaz de reverter parcialmente o atraso no
processo remielinizante induzido pela diabetes mellitus, aproximando os escores de
remielinizacdo oligodendroglial e por células de Schwann daqueles encontrados nos ratos

ndo-diabéticos tratados com ciclosporina.
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