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Figura 31 — Imunofluorescéncia para Cx43 no encéfalo de camundongos KO para Cx 32. Lesio de 15 dias.
A: Controle negativo. Obj.: 20X. B: marcaciio de astrdcitos reativos na area de remielinizacdo. Obj.: 20X.
Anti-Cx43 (verde; complexo estreptavidina-biotina-FITC).
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Figura 32 - Imunofluorescéncia para OSP no encéfalo de camundongos KO para Cx32. Lesao de 7 dias.
A: marcacio negativa na periferia da lesdo. Obj.: 20X. B: marcac¢io positiva na mesma area. Obj.: 20X.
Anti-OSP (verde; complexo estreptavidina-biotina-FITC).
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Figura 33 — Corte semi-fino corado pelo azul de toluidina, no centro de lesdo de 24 horas induzida pelo
brometo de etidio na ponte. A. Camundongo normal. Espansio do espaco extracelular e visualizacio de
algumas células intoxicadas. Obj.: 20X. B. Camundongo KQO. Observa-se degeneracdo (d) das células
gliais, expansdo do espaco extracelular por desaparecimento de algumas células e axdénios tumefeitos
(seta). Obj.: 40X.
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Figura 34 — Ultra-estrutura, lesdo de 3 dias induzida pelo brometo de etidio na ponte. A. Camundongo
normal. Observa-se expansiao do espaco extracelular por desaparecimento das células gliais. O citoplasma
de uma célula fagocitaria com restos mielinicos é observado no dngulo superior esquerdo (seta). A célula
endotelial (e) do vaso sangiiineo da microfotografia ndo estd afetada. Na luz desse vaso observa-se uma
célula mononuclear com escassos processos (m: monécito). B. Camundongo KO. Células gliais
degeneradas (d) e bainhas de mielina vesiculadas sio observadas em meio ao espago extra-celular
expandido.
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Figura 35 — Ultra-estrutura, lesdo de 3 dias induzida pelo brometo de etidio na ponte. A. Camundongo
KO. No centro da figura observa-se um polimorfonuclear em estreito contato com bainhas de mielina nao
mais relacionadas com os oligodendrdcitos (setas). B: maior aumento da figura A.
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Figura 36 — Ultra-estrutura, lesdo de 15 dias induzida pelo brometo de etidio na ponte. A. Camundongo
KO. Oligodendrécito (o) e astrécito (a) adjacentes na periferia de lesdo. B. Oligodendrocito (o) na
periferia da lesdo. C. Oligodedrocito (o) relacionado com numerosas bainhas de mielina finas e mal
compactadas na adjacéncia do tecido normal (parte superior da figura).
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Figura 37 — Corte semi-fino corado pelo azul de toluidina, lesdo induzida pelo brometo de etidio na ponte.
Lesdo com 21 dias A. Camundongo normal: axénios mostram bainhas finas de mielina (remielinizadas -
setas). Sdo visualizados numerosos vasos sangiiineos (asterisco). Obj.: 40X. B: Camundongo KO: axdnios
mostram bainhas finas de mielina (remielinizadas - setas). Obj.: 20X.






115

Figura 38 — Corte semi-fino corado pelo azul de toluidina, lesdo induzida pelo brometo de etidio no nervo
ciatico. Lesdo com 48 horas em camundongo KO. A. Edema na regido lateral direita do fasciculo. Obj.:
20X. B. Aspecto aproximado onde se observa vesiculacdo das bainhas de mielina, presenca de macréfagos
(m) e polimorfonucleares (pmn) e expansdo do endoneuro por edema. Obj.: 40X.
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Figura 39 — Ultra-estrutura, lesio induzida pelo brometo de etidio no nervo ciatico de comundongos KO.
A. Lesao de 48 horas. Edema do citoplasma das células de Schwann (s) associadas a bainhas de mielina e
inicio de vesiculacio das mesmas. R: fibra de Remak. B. Lesao de 7 dias. Sdo observadas bainhas de
mielina finas e bem compactadas (setas) em meio a bainhas normais e fibras de Remak.
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Figura 40 — Ultra-estrutura, lesiio induzida pelo brometo de etidio no nervo ciatico de comundongos KO.
A. Lesdo de 21 dias na qual se observam axénios com bainhas de mielina fina e numerosas fibras de
Remak (R). B. Lesao de 30 dias com visao aproximada das bainhas remielinizadas e as células associadas.
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Figura 41 — Corte semi-fino corado pelo azul de toluidina, lesdo induzida pelo brometo de etidio no nervo
ciatico. Lesdo com 30 dias em camundongo KO. A. numerosas bainhas finas (remielinizadas) com alcas
redundantes (fomacula) sao observadas a direita da figura. H4a alguns macroéfagos (m) remanescentes no
tecido. Obj.: 40X. B. Bainhas finas (remielinizadas) em cortes longitudinais sdo conspicuas no tecido
(setas). Ha um mastécito entre as fibras (cabeca de seta). Obj.: 40X.






DISCUSSAO

Os modelos experimentais de desmielinizagdo/remielinizacdo sdo desenhados para
mimetizar os processos deletérios observados em doengas degenerativas cronicas e/ou
recorrentes da mielina, i.¢ esclerose multipla no SNC e sindrome de Guillain-Barré no SNP.
Os modelos de cunho imunoldégico sdo os mais indicados, no entanto, aqueles que usam
drogas de acdo local ou sist€émica sdo os mais difundidos pela facilidade de realizagao.

O modelo do brometo de etidio (BE) é considerado paradigma dos eventos de
desmielinizagdo e remielinizagdo no SNC (GRACA & BLAKEMORE, 1986) ¢ no SNP
(RIET-CORREA et al., 2002). Variagdes desse modelo tém norteado as pesquisas que visam
esclarecimentos a serem aplicados nas doencas degenerativas espontdneas da mielina
(BONDAN et al., 2000; MAZZANTI et al., 2006; SALLIS et al., 2006; BONDAN et al.,
2006; MAZZANTI et al., 2007). Ao longo do tempo as variagdes introduzidas neste modelo
desmielinizante vém enriquecendo o conhecimento e contribuindo para a introdugao,
ampliagdo e aprimoramento de sofisticadas técnicas usadas no trabalho experimental.

O BE ¢ gliotoxico e induz ao desaparecimento precoce da macroglia apds a injecao
local no tronco encefalico de ratos normais (PEREIRA et al., 1998) e imunossuprimidos
(BONDAN et al., 2000; BONDAN et al., 2004; BONDAN et al., 2006), ¢ intoxicacao das
células de Schwann quando injetado no nervo ciatico de ratos (RIET-CORREA et al., 2002).
O processo desmielinizante no SNC caracteriza-se pela morte da glia e vesiculagdo e retirada
das bainhas de mielina ndo mais sustentadas pelos oligodendrécitos degenerados € mortos. Em
ratos, esses eventos sdo precoces no centro das lesdoes (GRACA & BLAKEMORE, 1986), ¢
sdo acompanhados pela mobilizagdo da microglia e influxo de fagdcitos hematogenos. Esse
influxo evidente ndo ¢ observado nas lesdes dos camundongos KO, e ¢ reduzido nas lesdes
dos camundongos normais (SW e C57BL-6). No SNP, as cé¢lulas de Schwann intoxicadas
rejeitam suas bainhas mas nao morrem, fato registrado como norma nas lesdes dos nervos
periféricos, independente da etiologia do processo (CAVANAGH, 1990). O nervo ciatico dos
camundongos deste estudo mostra resposta semelhante, com edema intracelular e destrui¢ao
das bainhas de mielina com preservagdo dos axonios (desmielinizagdo segmentar).

Nos experimentos aqui descritos, foram usados unicamente camundongos machos, de
oito semanas de idade. Nos estudos feitos em ratos, o sexo ndo teve influéncia no
desenvolvimento das lesdes (GRACA & BLAKEMORE, 1986). A utilizacao de camundongos

jovens foi induzida por relatos de que o reparo de bainhas de mielina perdidas ap6s um
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episodio de desmielinizagado ¢ dificultado em ratos idosos (GILSON & BLAKEMORE, 1993);
a recuperacgao tecidual mostra-se diminuida com o avanco da idade, fato mais acentuado no
sistema nervoso que tem, pelas suas caracteristicas morfo-funcionais ndo redundantes, grande
dificuldade em retornar aos padrdes de crescimento presentes durante o desenvolvimento. Foi
com o intuito de evitar essa varidvel que os camundongos usados tinham oito semanas de vida.
Seria interessante observar se antes dessa idade a resposta a agressao toxica era semelhante a
dos camundongos normais. Adicionalmente, ¢ relatado na literatura que os camundongos KO
para Cx32 demonstram desmielinizagdo espontanea aproximadamente aos 4-6 meses de idade
com defeitos subseqiientes da conducdo nervosa (SUTOR et al., 2000).

Camundongos KO para Cx32 foram usados neste experimento porque eles sao
desenvolvidos como modelo experimental para uma das formas da doenca de Charcot-Marie-
Tooth (a CMT1X), caracterizada por eventos de desmielinizagdo espontidnea seguidos de
remielinizagdo imperfeita a partir das doze semanas de vida (SPRAY & DERMIETZEL,
1995). Certamente, a realiza¢ao das cirurgias as oito semanas, antecipou-se a fase critica de
degeneragdo e propiciou que mecanismos alternativos de ac¢do sobre as células de Schwann
fossem desencadeados, ja que a bainhas reparadas ndo diferem das bainhas observadas em
outros modelos experimentais, incluindo o modelo do BE no SNP de ratos Wistar (RIET-
CORREA et al., 2002). A metodologia desenvolvida neste estudo nao permitiu a descoberta
desses mecanismos e mais pesquisas, genéticas e moleculares, se fazem necessarias para trazer
a tona os meios alternativos de resposta das células de Schwann, antes e depois do periodo
critico de vida desses camundongos geneticamente modificados.

A confirmag¢ao das caracteristicas genomicas dos camundongos C57BL-6 KO para a
Cx32 usados neste experimento foi obtida através de PCR. Contudo, segundo Balice-Gordon
et al. (1998), a auséncia do gene ndo ¢ suficiente para afirmar que a conexina ndo ¢ expressa,
j& que outros genes podem ser ativados como medida compensatdria. Por esse motivo, a
realizagao de IF para a marcacao negativa da Cx32 foi fundamental para a confirmagao da
auséncia da proteina e interpretagdo dos resultados. Os mesmos autores discutem, ainda, a
possibilidade da existéncia de jungdes comunicantes ndo funcionais, embora a conexina esteja
presente. A metodologia eletrofisiologica para a demonstracao dessa funcionalidade foge ao
escopo deste estudo, bem como a pesquisa da expressao de conexinas ou de outras moléculas
alternativas.

A dose de BE (10 pl a 0,1%) usada em ratos induz lesdes que ocupam areas variaveis
da ponte, e sdo de localizagdo ventral ou central. Nos ratos normais as lesdes do SNC sdo de

desenvolvimento diferenciado, principalmente pela indugdo da atividade fagocitica; as lesdes
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com poucos fagocitos nas fases degenerativas iniciais mostram acimulo de bainhas
vesiculadas e reparo mais tardio do que aquelas caracterizadas por abundante presenca
macrofagica (GRACA, 1989a). Retardo semelhante no desenvolvimento das lesdes ¢
observado em ratos imunossuprimidos com ciclofosfamida (BONDAN et al., 2000) e
dexametasona (BONDAN et al., 2004), ¢ na desmielinizagdo experimental por BE em ratos
com diabete induzida pela estroptozotocina (BONDAN et al.,, 2006). Nos camundongos
normais ¢ KO, o influxo macrofagico ¢ escasso, o que pode ser explicado pelo tamanho
reduzido das lesdes, com pouca destruigdo tecidual e baixo estimulo para a atividade
fagocitica, embora nestes animais ndo foi observado o acumulo de membranas derivadas da
mielina (GRACA & BLAKEMORE, 1986), explicado como decorrente da tardia atividade
macrofagica.

Um fato novo em relagdo as lesdes do SNC induzidas pelo BE ¢ a presenga de PMN
nas lesdes, em atitude de estreito contato com as bainhas de mielina, semelhante aquela
demonstrada pelos fagocitos mononucleares. A presenca dos PMN num tecido com o qual eles
ndo tém afinidade poderia ser explicada, tal como foi a presenca de linfocitos nas lesdes
induzidas pelo BE em ratos Wistar (GRACA, 1988b), ndo visualizados nos camundongos
deste estudo, como parte integrante da resposta inflamatoria a destrui¢do de células e bainhas.
Tampouco pode ser esquecido que o BE induz, além do efeito especificamente gliotoxico,
uma rea¢do inflamatéria inespecifica, que nos animais deste estudo pode incluir at¢ uma
resposta por PMN, desde que as células moduladoras das atividades imuno-inflamatérias no
tecido, os astrocitos, sdo destruidos precocemente apos a injecdo do BE. Nos modelos de
desmielinizagdo toxica tem sido notado que a resposta reparativa ¢ diferente de acordo com a
espécie animal usada (GRACA & BLAKEMORE, 1986); a resposta do tecido a agressao
pode, também, mostrar variagdes de carater geral como a presenca de PMN observados no
presente estudo e a auséncia de linfocitos que foram conspicuos no modelo em ratos.

Nos camundongos, a dose usada (5 pl a 0,1%) induz lesdes menores do que as
induzidas em ratos. De fato, as lesdes sdo tao discretas que, em alguns casos, a visualizacao a
microscopia de luz requereu a marcagio imunoistoquimica do tecido. A semelhanca do
observado em ratos, a recuperacdo dos animais apos cirurgia ¢ rapida e eles ndo demonstram
nenhuma seqiiela neurologica, fato notado em estudos anteriores (PEREIRA et al., 1998).

As lesdes dos camundongos do presente experimento observadas pelo HE sdo discretas
e caracterizadas por espongiose que se resolve ao longo do tempo e aos trinta dias areas
cisticas focais ocorrem como lesdes residuais. Em ratos, as lesdes induzidas pelo BE no tronco

encefalico, também se resolvem através de formagdes cisticas, por vezes multiloculares
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(PEREIRA et al., 1998), motivo pelo qual o modelo do BE foi cogitado para mimetizar lesdes
isquémicas, de ocorréncia freqiiente em seres humanos. Através do LFB foi possivel observar
a interrup¢do das bainhas de mielina na fase aguda pds-injecdo e o aumento da celularidade
que caracteriza a fase subaguda das lesdes, quando o tecido se prepara para a remielinizagao
por meio de oligodendrécitos remanescentes da periferia das lesdes OSP-positivos (SALLIS et
al., 2006) ou através de oligodendrocitos jovens diferenciados dos progenitores presentes no
tecido (BONDAN et al., 1998). No presente estudo, a existéncia de oligodendrdcitos OSP-
positivos foi detectada por IF; essas células localizavam-se na periferia das lesdes onde a
remielinizagdo ¢ notada inicialmente. A IF para OSP era de intensidade semelhante a
observada por Sallis et al. (2006) no tronco encefalico de ratos desmielinizados por brometo
de etidio; a presenca dessa proteina, caracteristica de oligodendrocitos maduros, indica que
células com reserva potencial, na periferia das lesdes e nas adjacéncias do tecido normal,
realizam o reparo das bainhas perdidas, fato confirmado através da microscopia eletronica de
transmissao.

Os métodos imunoistoquimicos evidenciaram a auséncia das células gliais nas areas de
lesdo, nas fases iniciais ap0ds a intoxicacdo, seguida da marcagdo de finos processos celulares
de astrocitos e oligodendrdcitos nas fases de reparo; no presente experimento 0S processos
eram mais finos do que os profusos processos detectados em ratos normais (BONDAN et al.,
2003), e imunossuprimidos com ciclofosfamida (SANCHEZ et al, 2006) apos
desmielinizagdo/remielinizacdo induzida pelos brometo de etidio. A reatividade astrocitéria a
GFAP a partir dos quinze dias pos-inje¢do e oligodendrocitica & CNPase a partir dos vinte e
um dias dia pos-injecdo, mostram que a presenga dos processos astrocitirios sao necessarios
para que os oligodendrdcitos remielinizem os axdnios desmielinizados apds a intoxicacao das
células pelo BE. Tal cronologia da marca¢do demonstra que o oligodendrocito necessita do
astrocito para remielinizar (assim como o necessita para mielinizar) e aponta, mais uma vez, o
astrocito como terceiro elemento do tecido nervoso para a mielinizagao (remielinizacao) e
conducdo (BLAKEMORE, 1975); os outros dois sdo o axdnio e o oligodendrocito.

Estudos recentes confirmam através da IF para Cx43 (ROSCOE et al., 2007b), que ela
estava aumentada nas lesdes onde os processos astrocitarios estavam hipertrofiados. Os
autores observaram regulagdo positiva dessa proteina em lesdes remielinizantes no modelo de
EAE cronica em cobaias e em camundogos heterozigotos para essa conexina (ROSCOE et al.,
2007a). Os autores observaram a virtual auséncia da Cx43 nas lesOes desmielinizadas,
enquanto que essa conexina estava consideravelmente aumentada nas areas remielinizadas,

citam que em até 300-500%. A diminui¢do dessa conexina € relacionada com lesdes
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degenerativas espontaneas, nem sempre relacionadas com a perda da mielina, mas, o processo
de recuperacdo das lesdes nos individuos deficientes ¢ sempre incompleto. O aumento da
Cx43 foi registrado visualmente no presente estudo, embora sem quantificagdo, e mostra os
astrécitos como as células com um papel marcante na fase de reparo do tecido, a partir dos 15
dias pds-inje¢ao quando a remielinizacdo por oligodendrocitos € notada na ultra-estrutura.

Os estudos de microscopia eletronica permitiram observar as alteracdes celulares e
axonais dos camundongos normais e KO para Cx32 ap0s a intoxicagdo por BE. Tais alteracdes
sao semelhantes as observadas em estudos anteriores em ratos (PEREIRA et al., 1998;
BONDAN et al., 2000). Nesses estudos, uma caracteristica da remielinizagdo do tecido lesado
¢ a atividade reparadora de oligodendrécitos e células de Schwann que invadem o SNC a
partir dos espacos perivasculares e subpiais, uma vez que os astrocitos intoxicados morrem
(GRACA, 1989b). Nas lesdes dos camundongos normais ocasionais células de Schwann sao
observadas a partir dos sete dias pds-injecdo em relacdo com axonios desmielinizados,
enquanto que nos camundongos KO, essa invasao por células de Schwann nao ¢ observada;
uma explicacdo provavel para esse fato ¢ apresentada abaixo.

A observacdo de ocasionais células de Schwann mielinizantes de axonios do SNC ¢
relatada em situagdes normais para fibras da retina (BUSSOW, 1978). Nos ratos injetados com
BE, a presenca dessas células ¢ conspicua, e nas lesdes na medula espinhal sdo as células
remielinizantes preponderantes, enquanto que no encéfalo predomina a remielinizacdo por
oligodendrocitos (PEREIRA et al., 1998; BONDAN et al., 2000). Nos camundongos normais
deste estudo raras células de Schwann foram vistas nas lesdes, fato tentativamente explicado
pelo tamanho reduzido das lesdes com pouca destrui¢ao astrocitaria e, portanto, minima
descontinuidade da glia limitante (BLAKEMORE, 1975). Mesmo assim, para essas ocasionais
células de Schwann vistas no tecido, a atracdo axonal foi suficiente, provavelmente mediada
pela Cx32.

A auséncia de células de Schwann nos camundongos KO explica, ao menos
parcialmente, a expansdo do espago extracelular observada nas lesdes nos tempos estudados.
As células de Schwann que invadem o SNC produzem e secretam elementos da matriz amorfa
e fibrosa que s3o necessarios para a migracao, diferenciagdo e orientacdo dessas células para
fins de producao das bainhas de mielina (GRACA, 1989b). Sem esses componentes, 0 espago
extracelular permanece expandido até a completa recuperagdo astrocitaria, que realiza o
preenchimento do tecido lesado através de gliose e a delimitagdo de cavidades cisticas

remanescentes.
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Se desconsiderarmos a auséncia de células de Schwann nas lesdes do SNC, o
desenvolvimento das lesdes obedeceu ao padrao observado em outras espécies € em
camundongos normais. A Cx32 ¢ a proteina mais importante encontrada nas bainhas de
mielina e no oligodendrécito; nas bainhas periféricas ela ocorre nas regides paranodais e nas
incisuras de Schmidt-Lantermann (BALICE-GORDON et al., 1998). A auséncia de Cx32 nos
camundongos KO sugere que essa proteina possa ser necessaria para a atracdo de células de
Schwann para o SNC. Assim, a destrui¢do de astrocitos e a membrana limitante glial ndo
foram suficientes nas lesdes aqui descritas para atrair as células de Schwann (GRACA, 1989b)
€ mecanismos mais complexos do que um axonio que perdeu sua bainha de mielina e requer
remielinizagdo parece que estdo envolvidos. Uma outra possibilidade para a ndo invasao das
células de Schwann no SNC ¢ o fato de que as lesdes resultantes da intoxicacdo sdo pequenas
e, portanto, com pouca destruicdo astrocitaria. Ambos fatores, tamanho das lesdes e auséncia
da Cx32, podem ter contribuido para sustar a invasao.

A remielinizagdo dos axonios desmielinizados na periferia das lesdes pelos
oligodendrocitos inicia e progride a partir das adjacéncias do tecido normal, e com a
assisténcia astrocitaria. O suporte astrocitario ¢ mecanico (GRACA & BLAKEMORE, 1986)
e molecular, muito provavelmente através das jungdes comunicantes heterdlogas formadas
pelas Cx32 e 47; a Cx47 ¢ mais abundante nos astrocitos (KAMASAWA et al., 2005) e eles
sdo as c¢lulas da macrdglia que se recuperam mais rapidamente apds a agressao pelo BE. A
confluéncia dos processos de ambas as células macrogliais foi confirmada pela IHQ que
também mostrou que a marcagdo dos processos astrocitarios precede a marcacdo dos
processos oligodendrogliais. Nos camundongos KO a expressao de conexinas alternativas ou a
atuacdo de moléculas ndo definidas neste estudo, podem suprir a falta da Cx32 ja que os
oligodendrocitos conseguem remielinizar os axonios desmielinizados.

Sutor et al. (2000) relatam que a espessura das bainhas de mielina no neocértex de
camundongos KO para Cx32 ¢ menor do que a observada nos camundongos normais. O
observado em relagdo as bainhas reparadas nos animais KO injetados com BE ¢ de que elas
apresentam uma espessura ainda menor, preservando-se assim a relagdo descrita por Beuche &
Friede (1985) através da analise de fibras periféricas nos processos de remielinizagdo
espontanea e experimental, aplicavel também ao SNC. A realiza¢do de estudos morfométricos
nas lesdes seria interessante para a comparacdo entre as bainhas da ponte de camundongos
normais ¢ KO para Cx32 ap6s a inje¢do local de BE. Mesmo de espessura menor as bainhas
tém caracteristicas semelhantes as observadas em animais normais e diferem das descritas em

outros camundongos geneticamente modificados (KO para Oligl) nos quais o0s
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oligodendrocitos proliferam em resposta ao recrutamento feito pelos axonios mas nao
mielinizam (BALABANOV & POPKO, 2005). Nesse estudo os autores sugerem que o gene
Oligl, que codifica o fator de transcrigdo Oligl € essencial para a remielinizacdo mas ndo para
a mielininizacdo. Essa constatacdo reforca a idéia de que o conjunto de fatores (genéticos e
moleculares) que regem a atividade celular de formacdo e manuten¢do da mielina deve estar
presentes durante toda vida dos animais, para que as fibras consigam desempenhar a fungao de
conducao saltatoria e eficiente.

Sabe-se que a comunicacdo através das jungdes comunicantes com formagdo de
malhas de processos celulares (sincicios) ¢ usada pelos axonios danificados para fins de
regeneragao (BALICE-GORDON et al., 1998). Do mesmo modo, axonios desprovidos de suas
bainhas apods intoxicacdo, neste caso por BE, podem usar as jungdes para atrair as células
gliais, astrocitos e oligodendrocitos e induzir a remielinizagdo. E sugerido de longa data que o
axonio inicia o processo de mielinizagdo (e remielinizagdo) recrutando as células
mielinizadoras potenciais (GRACA, 1988a), no que provavelmente usa a comunicagao através
de jungdes para dar inicio ao processo. Considerando-se que o estimulo indutor inicial para a
mieliniza¢do/remielinizagdo ndo foi ainda determinado, a comunicacdo via conexinas constitui
uma possibilidade real.

As observagoes feitas no nervo ciatico dos camundongos KO para Cx32 injetados com
BE s3o muito semelhantes as realizadas apds uma inje¢do no nervo cidtico de ratos Wistar
(RIET-CORREA et al.,, 2002) e a observada nos camundongos normais usados neste
experimento. ApoOs intoxicagdo aguda das células de Schwann, representada por edema
celular, e a rejeicdo dos internodos de mielina formados e sustentados pelas células
individualmente, os detritos mielinicos resultantes foram retirados por fagdcitos
mononucleares que invadem as areas de lesdo. A remocdo desses detritos e a proliferacao das
células de Schwann, que reagem rapidamente a estimulos de etiologia variada, neste caso
toxico e traumatico (CAVANAGH, 1990), promoveram o reparo das bainhas perdidas, a partir
dos sete dias pds-injecdo, de modo que aos vinte e um dias os axodnios desmielinizados
possuiam finas bainhas com compactacdo evidente. A espessura das bainhas, o numero de
lamelas e o tamanho do internodo foram sempre menores do que o normal, quando
comparados com as bainhas do axoOnios normais adjacentes, ¢ sdo indicativos de
remielinizacdo (BEUCHE & FRIEDE, 1985).

Nos cortes de nervo ciatico de todos os animais estudados, foi conspicua a presenca de
mastocitos. Essas células sdo consideradas constituintes normais do tecido. Nas lesdes aqui

descritas elas estavam presentes no endo, peri € epineuro, sem uma localizagdo exclusiva na
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proximidade de vasos sangiliineos. Cavanagh (1990) relata que os mastocitos proliferam em
todo e qualquer processo que afete os nervos periféricos. No entanto, o autor ndo consegue
explicar o motivo de tal proliferacdo e as conseqiiéncias da mesma para o tecido. A presenga
de mastocitos em lesdes de esclerose multipla (KRUGER et al., 1990) levou os autores a
especular sobre os efeitos da presenga dessas células na barreira hematoencefalica, o que nao
pode ser provado. Nao foram observados mastocitos nas lesoes induzidas por BE no tronco
encefalico de ratos e camundongos o que sugere que essas células podem estar presentes nesse
tecido em circunstancias muito especiais, 1.6, quando as modificagdes decorrentes de
degeneracdo e da reacdo imune-inflamatoria s3o marcadas, como na esclerose multipla
(BROSNAN & RAINE, 1996).

O fato dos mastdcitos nas lesdes induzidas pelo brometo de etidio terem sido
observados como orto ou como metacromaticos, desgranulados ou ndo, pode indicar que eles
participam da resposta celular geral a agressdo traumatica ou traumatico-toxica, estimulando a
regeneragdo das bainhas e das fibras. Nas lesdes mais tardias (30 dias), eles adotam uma
atitude quiescente (ortocromaticos ndo desgranulados).

As bainhas reparadas tinham numerosas algcas redundantes (tomacula), o que ¢
consistentemente relatado desde os animais inferiores (CULLEN & WEBSTER, 1979) e foi
descrito na remielinizacdo apods injecdo de BE no nervo cidtico de ratos Wistar (RIET-
CORREA et al., 2002). As tomacula sao relatadas como estruturas proeminentes das bainhas
periféricas em varias doencas e em modelos experimentais onde ha mutacdo dos genes que
codificam proteinas da mielina (RUNKER et al, 2004). S3o consideradas como
hipermielinizacdo, tanto nos processos geneticamente determinados como na remielinizacao
apds desmielinizacdo, espontdnea ou induzida. A capacidade de regeneracdo das fibras
nervosas periféricas ou somente da mielina ¢ notéria no SNP (GRACA, 2003) e caracteriza a
relacdo estreita e interdependente entre as fibras e a matriz extracelular. Apos a regeneragio,
as fibras ou as bainhas sofrem remodelagdo ao longo do tempo; essa remodelacao que culmina
com a presenca de pouco ou nenhum excesso de mielina para a célula de Schwann sustentar, é
relatada como incompleta e falha nos animais com defeitos genéticos da mielina, que tém
dificuldade mesmo de mielinizar suas fibras adequadamente (RUNKER et al., 2004). Uma
metodologia alternativa e eficiente para a detec¢do e mensuragdo das alteracdes das fibras ¢ a
das fibras desfiadas, usada para o estudo de degeneracdo walleriana e de desmielinizacao
segmentar de fibras periféricas (SOUZA et al., 1996). A individualiza¢do das fibras facilita a

observa¢ao morfologica e os estudos morfométricos.
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Nao foi observada a formacao de omion bulbs, caracteristicos da CMTI1X e dos
camundongos KO para Cx32 apds os 4-6 meses de vida (ANZINI et al., 1997), bem como de
modelos experimentais de desmielinizacdo toxica do SNP (HALL, 1983). Os onion bulbs
consistem da ocorréncia de células de Schwann supranumerarias dispostas de forma
concéntrica ao redor dos axdnios, com bainha ou sem ela, intercaladas com profusa deposi¢ao
de fibras coldgenas. Essas formagdes ocorrem pela comunicagdo irregular entre o axénio ¢ a
célula de Schwann; essa falha de comunicagdo nos camundongos KO deste estudo ¢ de
ocorréncia tardia, apds os 4-6 meses de idade, momento em que sdo relatadas essas formagdes
(ANZINI et al., 1997). Essa observacdao nos leva a pensar que as moléculas que ativam os
genes que codificam a Cx32 ocorrem em quantidade finita nesses animais e que, 0s
mecanismos alternativos para a manutencdo da mielina ndo estdo disponiveis apos os 4-6
meses de idade quando, de um modo geral, os tecidos sofrem um decaimento natural em
animais de vida curta. Por exemplo, a presenca aumentada de TGF[2, detectada em
camundongos KO para Cx32 (KARDAMI et al., 2007), seria suficiente para a mielinizagdo e a
manuten¢do da mielina em animais jovens; entretanto mudancas no reldgio bioldgico
(DURAND & RAFF, 2000) das células envolvidas no processo determinaria a perda da
func¢do nos processos de reparo.

Ainda, a conformag¢do normal das bainhas dos camundongos KO ndo inoculados e as
bainhas reparadas dos KO apo6s a inje¢do do BE difere da relatada em outros modelos
deficientes na expressao de proteinas envolvidas na mielinizagdo periférica como a Py, PMP22
e MAG (ANZINI et al., 1997). Nesses modelos a mielinizagao estd gravemente comprometida
(dismielinizacdo) e hd desmielinizacdo progressiva das bainhas mal formadas, o que ndo
ocorre nos camundongos KO usados neste estudo, que somente apresentariam alteracdes da
mieliniza¢ao/remielinizagdo ap6s a maturidade (4-6 meses de idade).

Os achados acima indicam que a auséncia de Cx32 n3ao muda o padrio de
remielinizagdo no SNP, ao menos até a idade e tempo pds-inje¢do observados nos
camundongos KO. Pode-se especular, ora que ela ndo ¢ tdo critica para o processo como
suposto anteriormente, ou que outras proteinas, consideradas de menor atuacio, sdo expressas
para suprir a deficiéncia da Cx32; as candidatas mais provaveis seriam a Cx46 e a Cx43. A
Cx46 somente foi demonstrada em células de Schwann desnervadas, o que ndo impede que
possa ocorrer em células de Schwann mielinizantes, enquanto que a Cx43 (comprovadamente
expressa nos camundongos deste estudo, expressdo observada através de IF), ainda ndo foi
localizada em regides paranodais e incisuras de Schmidt-Lantermann das fibras periféricas

(BALICE-GORDON et al., 1998).



128

Alternativamente, nos individuos muito jovens, no periodo de mielinizagao periférica,
o mRNA para a Cx32 ¢ pouco detectado, enquanto que o mRNA da Cx29 ¢ conspicuo. Tal
relagdo entre essas duas conexinas ¢ invertida apds degeneracdo/regeneragdo (SCHERER &
PAUL, 2004). Assim, a Cx29 poderia ser expressa no nervo cidtico dos camundongos KO
apods a desmielinizagdo induzida por BE, o que garantiu que a remielinizacdo obedecesse a um
padrao cléssico.

Apesar da abundante literatura sobre as conexinas € a comunica¢do celular para vias de
proliferacdo, diferenciacdo e funcdo celulares, resta-nos comprovar in vivo a real participagdo
de cada conexina nos processos fisiologicos e patoldgicos estudados. No modelo aqui
apresentado, duas observacgdes decorrentes das lesdes sao importantes: a auséncia de células
de Schwann na remielinizagdo dos axdnios demielinizados na ponte e a remielinizag@o do tipo
padrao para o modelo do BE no SNP. A Cx32 ¢ expressa na mielina e nas células
mielinizantes, tanto no SNC quanto no SNP. O timing do reparo das bainhas no SNC segue o
padrao do realizado por oligodendrocitos; a remielinizacdo mais rapida ¢ a realizada por
células de Schwann que invadem o tecido a partir da periferia dos vasos sangiiineos e espacos
subpiais a partir dos sete dias pds-injecao do BE (GRACA, 1989b) fato que nao foi observado
neste estudo.

Em relagdo ao SNP, o comportamento mostrado pelas células de Schwann ¢
compativel com o de uma célula derivada da crista neural, com enorme potencialidade para
situacdes emergenciais, 1.6, secrecdo de colageno para remielinizar no SNC onde esse
elemento ndo existe (considerado o terceiro elemento para a mielinizagdo e a remieliniza¢ao
no SNP; os outros s3o o axdnio e a célula de Schwann) (GRACA, 1989b). Seja através da
formacgdo de conexons constituidos por outras conexinas, seja através de procedimentos ainda
ndo suspeitados, a célula de Schwann remieliniza os internodos periféricos perdidos apos a
intoxicacao pelo BE nos camundongos KO para Cx32. Resta-nos descobrir o mecanismo que
impediu a entrada dessas células no SNC: se ¢ baseado na auséncia da Cx32 (o que ndo
impediu o reparo no SNP nestes animais jovens), ou no tamanho pequeno das lesdes com
pouca destruicdo de astrdcitos, ou ainda algum mecanismo que precisa ser descoberto.

Os achados no SNC e no SNP indicam que a pesquisa que envolve animais KO para
conexinas constitui uma excelente complementacao dos experimentos relativos ao modelo do
BE realizados até o momento. Muitas questdes requerem maiores esclarecimentos que, ao que

os estudos sugerem, somente serdo obtidos a partir de estudos moleculares.



CONCLUSOES

A inje¢do de 5 pl de 0,1% BE no tronco encefalico de camundongos C57BL-6 KO
para Cx32 induziu lesdes desmielinizantes que remielinizaram por oligodendrodcitos a partir da
periferia, onde os processos astrocitdrios eram conspicuos. Nao foi observada a presenca de

células de Schwann na fase de reparo das lesdes.

A injecdo de 1 pl de 0,1% BE no nervo cidtico de camundongos C57BL-6 KO para
Cx32 induziu lesdes desmielinizantes que remielinizaram com o padrao e o timing relatado em

camundongos normais. Nos camundongos normais, a presenga de células de Schwann ¢ rara.

A metodologia utilizada neste estudo mostrou ser adequada para cada fase: PCR e IF
para demonstragdao da auséncia de Cx32; IF para demonstragdo da Cx43 nos astrdcitos
reativos; histoquimica, imunoistoquimica e microscopia eletronica de transmissdo para o

acompanhamento morfologico das lesdes.

O uso de animais KO para proteinas que participam da comunicagdo entre axonios e
células gliais permitiu observar uma resposta inflamatéria diferenciada importante no SNC,

um tecido com privilégio imunoldgico, sinalizando para novas linhas de investigacao.
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APENDICE A- PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA PARA GENOTIPAGEM DE ANIMAIS
KNOCKOUT DO LABORATORIO DE ONCOLOGIA EXPERIMENTAL - FMVZ — USP.

1. Coleta da cauda dos camundongos:
Desinfetar a tesoura que serd usada em alcool iodado (antes de utiliza-la e entre um animal e
outro);
Cortar as caudas dos camundongos com um tamanho aproximadamente de 0,5 cm na
diagonal,
Identificar com papel interno, numerando a lapis;
Embrulhar em papel aluminio;
Armazenar em nitrogé€nio liquido imediatamente (garrafa térmica);
Conservar a -80°C até analise.
2. Extracao do DNA
Identificar os tubos eppendorf e preparar a solugao;
Macerar a cauda ou tecido com martelo em placa metélica no gelo;
Colocar a cauda ou tecido macerado em um eppendorf contendo 200ul de tampao de lise com
proteinase K (50pul de proteinase K para 3ml de tampao)
Incubar durante 2 horas em banho-maria a 65°C ou over-night a 37°C (estufa);
Adicionar 200ul de tampao de lise (sem proteinase K) - homogeneizar;
Incubar 15 minutos em temperatura ambiente;
Centrifugar durante 20 minutos a 10000 r.p.m. a 4°C;
Transferir o sobrenadante para um novo tubo (aspirar cerca de 250ul com a ponteira - ndo
pegar a interfase nem o precipitado, observar a figura 1);
Adicionar 2x o volume do sobrenadante de etanol 100% gelado;
Adicionar 10% do volume do sobrenadante de acetato de s6dio 3M gelado - manter os tubos
no gelo;
Homogeneizar até aparecer a medusa;

Centrifugar durante 10 minutos a 6000 r.p.m. a 4°C - desprezar o sobrenadante por inversao;
Adicionar 500ul de etanol 70% para remover o sal que estd em excesso (isso facilitara a
solubilizagdo do pelete);

Centrifugar durante 10 minutos a 6000 r.p.m. a 4°C - desprezar o sobrenadante por inversao;
Deixar os tubos invertidos para tirar o excesso do etanol e secar o pelete na propria bancada;
Ressuspender o pellet em TE (Tris/EDTA) - (quantidade proporcional ao tamanho do pellet);
Incubar as amostras no banho a 65°C durante 30 minutos para facilitar a solubilizagdo do
pelete;

Homogeneizar e guardar em geladeira para quantificar;

No momento da quantificagdo, repetir a etapa de incubagao acima, se necessario.
3.Quantificagdo da concentracdo e determinacgdo da razdo A260/280:

Para a quantificagdo do DNA, este deve ser diluido na propor¢ao de Sul de DNA em
95 pl (1:20) em TE;
Ler a absorbancia no Biofotometro e anotar a razao (deve estar em torno de 1,8) e a
concentracao;
Diluir as amostras para 100ng/ul com TE para a elaboracdo da reacdo de PCR;
Fazer a PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase)



PCR para Cx 32:
Camundongos podem ser homozigoto (knockout), heterozigotos ou normais.
MIX Quantidade

DNA (50 - 100ng/pl) 1-2ul
Tampao (10X) 2ul

MgCl, (50mM) 0,6ul

dNTPs (2,5mM) 1,6l
KO WT NEO (10pMol/ul) Tul
KO WT 3 (10pMol/ul) 1l
KO NEO 3 (10pMol/ul) 1ul

Taq (5U) 0,2ul

H,0O 11,6ul

PCR para Cx 43:
Camundongos heterozigotos ou normais
MIX Quantidade

DNA (50 - 100ng/ul) 1-2ul
Tampao (10X) 2ul

MgCl, (50mM) 0,6ul

dNTPs (2,5mM) 1,6ul
Cx. 43 Sense (10pMol/ul) 1l
Cx. 43 Anti-sense (10pMol/ul) 1ul
NEO Sense (10pMol/ul) 1ul
NEO Anti-sense (10pMol/ul) Tul

Taq (5U) 0,2ul

H,0O 10,6l

Correr um gel de agarose 1 - 2% => usar 1%

Preparo do gel: sem brometo de etidio

Pesar 1 - 2g de Agarose

TAE q.s.p. 100ml
Solugdes utilizadas
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Tampao de Lise:
500ul de Tris-HCI1 1M pH = 8,0
200ul de EDTA 0,5M pH = 8,0
500ul de SDS 10%
8,8ml de H,O destilada

Proteinase K (20mg/ml):
2,5ml de Tris a 50mM
2,5ml de Glicerol

TE (Tris EDTA):

Iml de Tris-HCI IM pH = 8,0
200ul de EDTA 0,5M pH = 8,0
H,0O MilliQ q.s.p. 100ml
Verificar se o pH esté entre 7,5 ¢ 8,0
Autoclavar

TAE (Tris Acetato EDTA):
48,4g de Tris base
11,4ml de Acetato de sodio (absoluto)
H,0 MilliQ autoclavada g.s.p. 1000ml

EDTA.:
186,1g de Disodio etilenoaminotetra-acetato.2H,O.
800ml de H,O MilliQ autoclavada.
Ajustar o pH = 8,0 com NaOH
Conservar a temperatura ambiente

“Loading buffer” (BFB) para DNA (10ml) — usado para correr a amostra
0,025g de Azul de bromofenol
3ml de Glicerol
H,O destilada q.s.p. 10ml
Adicionar 2ul de “loading buffer” para cada 10ul de DNA
Estocar a 4°C (por tempo indeterminado).
Produto final do PCR ¢ 20ul adicionar 4l de loading buffer = usar 10ul/well no gel. .
Brometo de Etideo (Solucao Estoque - 10mg/ml)
1g de Brometo de Etideo
H,O destilada q.s.p. 100ml

Brometo de Etidio (Solucdo de Uso - 0,5mg/ml) — para colocar o gel depois da eletroforese
Sul de solugao estoque 10mg/ml
H,O destilada q.s.p. 100ml

100bp DNA ladder - Marcador de peso molecular
50ul de 100bp
100ul de “Loading buffer” (BFB)
450ul de TE
Usar 8ul no well.




APENDICE B - PROTOCOLO DE LUXOL FAST BLUE PARA MIELINA

TECNICA

1. Desparafinizar e hidratar até dlcool 95%;
2. Deixar em uma solucao de LFB a 50 - 60 °C por 12-24 horas;
3. Lavar em alcool 95% para remover excesso de corante;
4. Lavar em agua destilada;
5. Iniciar a diferencia¢do por uma rapida imersao na solugdo de carbonato de litio;
6. Continuar a diferenciacdo em alcool 70% até que as substancia branca e cinzenta fiquem
diferenciadas;
7. Lavar em agua destilada;

8. Continuar a diferenciacao lavando delicadamente em carbonato de litio e colocar em alcool 70%
por varias trocas até que o verde azulado da substancia branca contraste novamente com as substancia
cinzenta incolor;

9. Corar por 3 a 5 minutos com Nuclear Fast Red;

10. Lavar em agua destilada;

11. Desidratar e clarificar com xilol;

12. Montar.

SOLUCOES
1. Luxol Fast Blue 0,1%
Luxol fast blue: 0,1g
Alcool etilico 95%: 100ml
Dissolver o corante no alcool; adicionar 0,5ml de acido acético 10% a cada 100ml de solugdo. A

solucdo permanece estavel por meses.

2. Carbonato de Litio 0,05%
Carbonato de Litio: 0,05g
Agua destilada: 100ml

3. Solu¢do Nuclear Fast Red 0,1%
Nuclear Fast Red: 0,1g
Sulfato de Aluminio 5%: 100ml

Esfrie, filtre e agregue um grao de timol como conservante.



APENDICE C - PROTOCOLO DE AZUL DE TOLUIDINA O, DE JONES

TECNICA

1. Desparafinar e hidratar até a agua destilada
2. Azul de toluidina 0,1%: 1 a 2min
3. Agua destilada: lavar

4. Desidratar, clarificar e montar

SOLUCAO
1 — Azul de toluidina a 0,1%



APENDICE D - PROTOCOLO DE IMUNOISTOQUIMICA

1) Cortes em laminas silanizadas
2) Desparafinizagdo e hidratagao:
- Xilol 20 min (estufa a 60° C)
- Xilol (morno) 5 min
- Alcool absoluto — 1 min
- Alcool 96° - 1 min
- Alcool 80° - 1 min
- Alcool 70° - 1 min
3) Agua corrente por 3 min; agua destilada por 1 min
4) Peroxido de hidrogénio a 3% (10 volumes) — 2x de 10 min (pingar sobre os cortes
individualmente)
5) Lavar em agua corrente — 10 min (se precisar deixar parado mais tempo, por em PBST)
6) Agua destilada — 1 min
7) Leite em p6 desnatado a 5% em PBST — 30 min
8) Agua corrente — 3 min; 4gua destilada — 1 min
9) PBST por 5 min no minimo
10) Anticorpo primario — pingar o Ac diluido (em diluente de anticorpo ou em PBST) sobre os cortes
— incubar na estufa por 2 horas a 37° C em camara umida.
- Antes de pingar o anticorpo, secar bem com papel absorvente ao redor dos cortes (usar caneta
hidrofobica (PAP-PEN), se necessario).
11) Lavar em PBST - 10 min (2x de 5 min)
12) LSAB gotas amarelas (Ac secundario + biotina)
- pingar quantidade suficiente para cobrir o corte
- incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)
13) Lavar o excesso com PBST (frasco com bico aplicador)
14) Mergulhar em PBST (2x de 5 min, trocando o PBS)
15) LSAB gotas vermelhas (Estreptavidina_HRP)
- pingar quantidade suficiente para cobrir o corte
- incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)
16) Lavar o excesso com PBST (frasco com bico aplicador)
17) Mergulhar em PBS (2x de 5 min; trocando o PBS)
18) DAB — preparar conforme instrugdes anexas

- em copo plastico no escuro

- Tempo: 1 a 3 minutos
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19) Parar a reagdo em agua (copo plastico)
20) Agua corrente — minimo 3 min
21) Hematoxilina (recém-filtrada) — 1 min
22) Lavar em agua corrente (até azular)
23) Alcool absoluto — rapido
24) Alcool absoluto - 1 min
25) Alcool absoluto - 1 min
26) Xilol 1 (clarificar)

27) Xilol 2 (para montar)

28) Montar em resina sintética



APENDICE E —- PROTOCOLO DE IMUNOFLUORESCENCIA

1) Cortes em laminas silanizadas
2) Desparafinizagdo e hidratagdo:
- Xilol 30 min (estufa a 60° C)
- Xilol (morno) 5 min
- Alcool absoluto — 1 min
- Alcool 96° - 1 min
- Alcool 80° - 1 min
- Alcool 70° - 1 min
3) Agua corrente por 3 min; dgua destilada por 1 min
4) PBST por 5 min, no minimo
5) Anticorpo primario — pingar o Ac diluido (em diluente de anticorpo ou em PBST) sobre os
cortes — incubar na estufa overnight em camara timida.
- Antes de pingar o anticorpo, secar bem com papel absorvente ao redor dos cortes (usar
caneta hidrofobica, se necessario).
6) Lavar em PBST - 10 min (2x de 5 min)
7) LSAB gotas amarelas (Ac secundario + biotina)
- pingar quantidade suficiente para cobrir o corte
- incubar por 2 horas a 25° C (temperatura ambiente)
8) Lavar o excesso com PBST (frasco com bico aplicador)
9) Mergulhar em PBST (2x de 5 min, trocando o PBST)
10) Anticorpo FITC (dilui¢ao 1:100 em PBST)
- pingar quantidade suficiente para cobrir o corte
- incubar por 2 horas a 25° C (temperatura ambiente), no escuro
11) Lavar o excesso com PBST (frasco com bico aplicador)
12) Mergulhar em PBS (2x de 5 min; trocando o PBS)
13) Secar o excesso de liquido

14) Montar em meio aquoso (10pul por corte).



APENDICE F - FORMULAS DE SOLUCOES PARA IMUNOISTOQUIMICA

1) Perdxido de hidrogénio a 3% (10 volumes) = AGUA OXIGENADA COMERCIAL (10
VOLUMES) — para bloqueio da peroxidase endogena

2) Clara de ovo + agua destilada (para bloquear avidina endégena):
- Copo de 200 ml de agua destilada + 2 claras.
- Agitar e filtrar o precipitado com gaze;

3) PBST - pH 7,2 (pode ser entre 7,0 - 7,6)
- Fosfato de sdédio dibasico P.A. (Na,HPO,) — 1,48¢g
- Fosfato de potassio monobasico P.A. (KH,PO,) — 0,43g
- Cloreto de sodio (NaCl) — 7,20g
- Agua destilada — 1 litro
- Adicionar 50 microlitros de Tween 20 para cada litro de PBS.

4) Solugao de leite em po desnatado a 5% em PBST (para bloqueio das ligagdes inespecificas)
- copo de 200 ml: 10g de leite + 200ml de PBST

5) D.A.B. (Solugao reveladora)

D.A.B. 72mg
PBS 120ml
Agua Oxigenada 3% 1,2ml (adicionar por ultimo)

Esta solugdo deve ser preparada no momento do uso; posteriormente, deve ser desprezada com
inativagdo do D.A.B. pelo hipoclorito de sodio até a solugdo ficar bem clara.
- O D.A.B. em p6 deve ser mantido no FREEZER e manuseado com cuidado (luvas) durante a
pesagem ¢ durante a execugdo do protocolo.
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APENDICE G - GRAFICOS DEMONSTRANDO AS ALTERACOES NO SNC E SNP EM
CAMUNDONGOS NORMAIS E KNOCKOUT PARA CONEXINA 32.
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Graficos demonstrando as alteragdes fisio-patoldgicas que ocorrem no SNC de camundongos
normais e knockout para Cx32 durante os processos de desmielinizagdo e remielinizagdo no
modelo de brometo de etidio. Legenda: BE: metabolizagdo do BE. M-OL: morte de
oligodendrocitos. M-AS: morte de astrocitos. RM-OL: remielinizagdo pelos oligodendrocitos.
RM-CS: remielinizagdo pelas células de Schwann. AS-RA: reacao astrocitaria. Macrofagos:
presenca desse tipo celular na lesdo.
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Graficos demonstrando as alteragdes fisio-patologicas que ocorrem no SNP de camundongos
normais ¢ knockout para Cx32 durante os processos de desmielinizagdo e remielinizagao no
modelo de brometo de etidio. Legenda: BE: metabolizacdo do BE. RM-CS: remielinizacao
pelas células de Schwann. Macréfagos: presenca desse tipo celular na lesdo. Mastocitos:
presenga desse tipo celular na lesdo.



