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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

O MODELO DESMIELINIZANTE DO BROMETO DE ETiDIO (BE):
ESTUDOS MORFOLOGICOS EM CAMUNDONGOS C57BL/6
NORMALIS E KNOCKOUT PARA CONEXINA 32

AUTOR: ADRIANO TONY RAMOS
ORIENTADORA: DOMINGUITA LUHERS GRACA
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 14 de dezembro de 2007.

Sdo descritas as alteragcdes de microscopia de luz e ultra-estruturais induzidas pelo brometo de etidio no sistema
nervoso central e periférico de camundongos KO para conexina 32. O genotipo KO foi testado por PCR e
confirmado por imunofluorescéncia negativa para conexina 32. Os animais dos experimentos foram
camundongos C57BL-6 normais (controles) e KO para conexina 32. Todos os camundongos foram mantidos em
gaiolas de 5 individuos em sala climatizada e receberam ragdo e agua a vontade. Uma unica inje¢do de BE 0,1%
em salina 0,9% ou de salina 0,9% (5 pl na cisterna basal e 1pl no nervo ciatico) foi realizada como descrita em
ratos Wistar. Os camundongos eram observados diariamente até ser realizada a eutanasia as 24 ¢ 48 h, 3, 7, 15,
21 e 30 dias apds a inje¢do. Os camundongos foram perfundidos através do coragdo; um grupo com
glutaraldeido 2,5% visando o processamento para microscopia eletronica; um outro grupo com solugdo salina
com EDTA e posterior fixagdo em metacarn para inclusdo em parafina. As amostras incluidas em parafina foram
analisadas através dos métodos de hematoxilina e eosina, luxol fast blue e azul de toluidina. Foram realizadas
imunoistoquimica e imunofluorescéncia visando a marcacdo de GFAP, CNPase, OSP, S100, e Cx43 e Cx32,
respectivamente. As lesdes do SNC eram discretas e tiveram uma fase ativa com desaparecimento das células
gliais; os debris celulares e de mielina foram retirados por um reduzido numero de fagocitos. Nos camundongos
KO foram vistos granuldcitos em estreito contato com bainhas de mielina em degradacdo. A remielinizagdo dos
axonios desmielinizados foi realizada exclusivamente por oligodendrocitos nos camundongos KO; nos
camundongos normais, ocasionais células de Schwann podiam ser encontradas remielinizando axénios do SNC.
No nervo ciatico, as células de Schwann intoxicadas rejeitaram seus internodos de mielina; apds sete dias, finas
bainhas reparadas eram encontradas, com compactacdo irregular da mielina e al¢as redundantes (tomacula).
Mastocitos, desgranulados ou ndo, eram vistos nas lesdes do BE ¢ apos a injecdo de solugdo salina. Conclui-se
que o reparo das lesdes do SNC difere do observado em ratos normais e imunossuprimidos devido a auséncia de
remielinizagao por células de Schwann; a falta de expressdo da Cx 32 e o tamanho reduzido das lesoes podem ter
contribuido para essa auséncia. A regeneragdo das bainhas perdidas no SNP obedeceu ao padrao descrito para
esse modelo em outras espécies. Sugere-se que a auséncia da Cx 32 ndo afetou o reparo do SNP devido a idade
precoce dos animais.

Palavras-Chave: brometo de etidio, desmielinizagdo, remieliniza¢do, conexina32, knockout, histoquimica,
imunoistoquimica, neuropatologia experimental.
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ETHIDIUM BROMIDE (EB) DEMYELINATING MODEL:
MORPHOLOGIC STUDIES IN C57BL/6 NORMAL AND CX 32
KNOCKOUT MICE

AUTHOR: ADRIANO TONY RAMOS
ADVISER: DOMINGUITA LUHERS GRACA
Santa Maria, December 14th, 2007.

Light and ultraestructural changes of central and peripheral nervous system lesions in mice KO for connexin-32
and submitted to the ethidium bromide gliotoxic demyelinating model are described. Their KO condition was
tested with PCR and a negative connexin-32 labelling was performed by immunofluorescence. The experimental
animals were C57BL/6 normal mice and C57BL/6 KO for connexin-32. For all groups the animals were
maintained in cages of 5 individuals within a temperature controlled room and had ration and filtered water ad
libitum. A single local injection of either 0,1% ethidium bromide in normal saline (5 pl in the brainstem and 1 pl
in the sciatic nerve) or normal saline was performed as described for Wistar rats. The injected mice were
observed daily until euthanasia was performed at 24, 48 hours and 3, 7, 15, 21 and 30 days after injection. The
mice were perfused through the heart with either neutral 10% formalin or 2,5% glutaraldehyde. Histochemical,
immunohistochemical, immunofluorescence and transmission electron microscopic methods were used to
analyze the development of the lesions after differentiated processing. Hematoxylin- eosine, luxol fast blue and
toluidine blue methods and immunolabelling with anti-GFAP, anti-CNPase, anti-S100 protein and anti-OSP,
anti Cx32 and anti Cx43 antibodies were used. Within the CNS the lesions showed an acute degenerative phase
with disappearance of glial cells, and myelin sheaths were withdrawn by a scant number of macrophages. In KO
mice some granulocytes were detected within the lesions in tight contact with decaying myelin sheaths.
Remyelination was carried out by oligodendrocytes since no Schwann cells were seen during the regenerating
process of KO mice. Occasional remyelinating Scwann cells were seen in normal mice. For the sciatic nerves,
Schwann cells initially showed signs of intoxication and rejected their sheaths; after seven days, some thin newly
formed myelin sheaths with uneven compaction and redundant loops (tomacula) were conspicuous. Mast cells
degranulated or not were seen in all BE- induced lesions and after saline injection. It is concluded that the repair
of the CNS demyelinated lesions differs from the observed in normal and immunosupressed rats because
Schwann cells remyelination was absent; the absence of connexin-32 may have caused that absence. The
regeneration of lost myelin sheaths within the PNS followed the pattern already reported for this model in other
species. It is suggested that the absence of connexin-32 determined the different repair of the myelin sheaths
within the CNS whereas for the PNS, the normal pattern of tissue response might be due to the early age of the
injected mice.

Key Words: ethidium bromide, demyelination, remyelination, connexin 32, knockout, histochemistry,
imunohistochemistry, experimental neuropathology.
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traumatica ¢ observada no trajeto da agulha no cerebelo. Obj.: 10X. C. LFB: evidencia a
lesdo do cerebelo ao longo do trajeto da agulha. Obj.: 10X. D. ITHQ: a marcagdo astrocitaria
acompanha o trajeto da agulha antes da 4rea de espongioses onde h4 escassa marcacio para
CNPase; anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-CNPase
(marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra coloracdo: hematoxilina de
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Figura 19 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para
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bainhas de mielina na regido central da lesdo. Obj.: 40X. D. IHQ: marcacdo astrocitaria para
GFAP na periferia da area de lesdo; marcacgao difusa por CNPase adjacente as areas centrais
da lesdo; anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-CNPase
(marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra-coloracdo: hematoxilina de
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Figura 20 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para
Cx 32. A. Submacro: 0 — localizacdo de lesdo de 7 dias na ponte. B. H&E: moderado aumento
da celularidade de localizagdo medial e espongiose discreta. Obj.: 20X. C. LFB: area ventral
direita sem coloragdo para mielina. Obj.: 40X. D. THQ: marcagao por GFAP nas porcdes
dorsais da lesdo e marcagdo residual por CNPase nas areas mediais. anti-GFAP (vermelho;
complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom; complexo estreptavidina-

biotina-peroxidase). Contra coloragdo: hematoxilina de Mayer. Obj.:40X. ......ccccccvevveriennnne 97
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Cx 32. A. Submacro: 0 — localizagdo de lesdo de 15 dias na ponte. B. H&E: espongiose
discreta com aumento de celularidade ventral. Obj.: 20X. C. LFB: auséncia de coloragdo para
mielina no centro da lesdo. Obj.: 40X. D. THQ: marcagdo de processos astrocitarios
hipertroficos para GFAP na periferia da lesdo; auséncia de marcagao para CNPase na area
central da lesdo; anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-
CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra coloragdo:
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Figura 22 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para

Cx 32. A. Submacro: 0 — localizagao de lesao de 21 dias. B. H&E: lesdo minima na substancia
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branca cerebelar com discreta espongiose. Obj.: 40X. C. LFB: marcacdo irregular para
mielina na areas de lesdo. Obj.: 40X. D. IHQ: processos astrocitarios hipertroéficos marcados
por GFAP; processos oligodendrogliais marcados por CNPase destacam-se na areas de lesdo;
anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom;
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra coloragdo: hematoxilina de Mayer. Obj.:
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Figura 23 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para
Cx 32. A. Submacro: 0 — localizagdo de lesdo de 30 dias na ponte. B. H&E: discreta gliose
medial e cavidade cistica ventral. Obj.: 10X. C. LFB: finas bainhas de mielina sdo detectadas
na area de lesdo. Obj.: 10X. D. IHQ: marcagdo astrocitaria para GFAP ao redor da cavidade
cistica e ao longo do trajeto da agulha; marcacdo de finos processos oligodendrogliais na
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INTRODUCAO

No inicio dos estudos do tecido nervoso, quando se atribuiu as células da glia a funcao
de cola dos neurénios, ‘Nervenkitt’, como foi batizada por Virchow em 1859, ndo se
imaginava que, além de manter os neurdnios unidos, a glia seria responsavel pela
comunicag¢do intercelular, bem como por muitas outras fun¢cdes (DERMIETZEL & SPRAY,
1998). Hoje sdo conhecidas as fungdes basicas de cada tipo celular glial.

No desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), durante a embriogénese, o
primeiro passo ¢ a formag¢do da notocorda e do mesoderma paraxial com subseqliente
evolucdo para o tubo neural. Isto ocorre por meio da proliferacdo celular e da remodelacao
tecidual, incluindo a proliferacdo das células neuroepiteliais germinativas que delimitam o
tubo neural, onde havera multiplicagdo das células progenitoras neuronais e gliais. A
organizagdo do tecido nervoso termina com a migracdo das células progenitoras a partir da
zona germinativa para formar as colunas da substancia cinzenta da medula espinhal, varios
nucleos no tronco encefalico, os nucleos e cortex do cerebelo e cérebro. O desenvolvimento
completo do SNC ocorre no periodo pds-natal (DERMIETZEL & SPRAY, 1998).

Hé varios fatores que podem influenciar a complexa maturagdo do SNC, gerando
circuitos defeituosos entre os diversos tipos celulares, essas interagdes sdo de vital importancia
para o seu desenvolvimento e funcionamento corretos. As jungdes comunicantes constituem
um componente molecular essencial na integragdo das fung¢des desempenhadas pelas células
no SNC, comandando os sinais intercelulares através de dois modos de transmissdo em redes
ou por volumes (DERMIETZEL & SPRAY, 1998; DERMIETZEL, 1998), que sao
transmitidos de duas maneiras, pelas juncdes comunicantes ou pelas sinapses, por onde
passam na forma de um sinal quimico (neurotranmissor) ou elétrico (ions) (NAGY et al.,
2004).

O processo de mielinizagdo realizado pelos oligodendrocitos no sistema nervoso
central e pelas células de Schwann no sistema nervoso periférico ¢ um dos mais significantes
marcos na evolugdo dos vertebrados, pois permite a rapida transmissdo nervosa através de
finas fibras nervosas, e promove o desenvolvimento de um sistema nervoso compacto capaz
de integrar as fungdes motoras, sensoriais € cognitivas dos individuos (TRAPP et al., 2004).
Ao contrario do SNC, o SNP dos mamiferos adultos prontamente se regenera apds lesao

(FILBIN, 2003). As bainhas de mielina sd3o essenciais para o funcionamento do SNP. Nas
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neuropatias hereditarias onde a mielinizagdo ¢ defeituosa, muitas incapacidades e
retardamento do desenvolvimento sao vistos (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

Para estudar a reacdo do organismo frente a episodios, unicos ou multiplos, de
desmielinizagdo, pode-se utilizar o0 modelo de desmieliniza¢do toxica do brometo de etidio.
Este modelo ¢ baseado na morte das células neurogliais, astrocitos e oligodendrécitos,
secundariamente a injecdo de brometo de etidio, € tem como conseqiiéncia uma area de
desmielinizagdo, seguida de remielinizacdo por oligodendrocitos e células de Schwann
(FERNANDES et al., 1997).

Os objetivos desta investigagdo foram: estudar o modelo desmielinizante do BE em
camundongos normais ¢ KO para Cx32 no SNC (tronco encefalico) e comparar os resultados
com os obtidos anteriormente em ratos normais e imunossuprimidos (ciclosoprina e
ciclofosfamida); investigar o modelo desmielinizante do BE em camundongos normais e KO
para Cx32 no SNP (nervo ciatico) e comparar os resultados com os obtidos anteriormente em

ratos normais.



REVISAO DE LITERATURA

1.1 Ontogenia das células da Glia

Os astrocitos e os oligodendrocitos assim como os neurdnios se originam do
neuroectoderma (BIGNAMI & DAHL, 1994; MILLER & REYNOLDS, 2004). A micréglia
origina-se dos monocitos sanguineos que invadem o SNC no periodo perinatal (BIGNAMI &
DAHL, 1994).

A célula glial progenitora bipotencial pode se desenvolver em oligodendrocito ou em
um tipo de astrocito na dependéncia de fatores especificos de cada estagio no SNC
(SAWAMURA et al., 1995). As células progenitoras O2A sdo pequenas células mitoticas que
tém processos e sdo identificadas pelo anticorpo monoclonal A2B5, ndo expressam
galactocerebrosideo (GalC) e proteina glial fibrilar dcida (GFAP), que sdo marcadores para
oligodendrocitos e astrdcitos, respectivamente. Essas células quando cultivadas em condigdes
livres de soro se desenvolvem em oligodendrécitos GalC+/A2BS-, porém quando expostas a
soro fetal bovino se diferenciam em astrocitos tipo 2 GFAP+/A2B5+ (Figura 1)
(SAWAMURA et al., 1995; MILLER & REYNOLDS, 2004).

No desenvolvimento do SNC ocorre a proliferagdo de células estreitamente justapostas
e ha diferenciacdo dessas células em duas populagdes distintas. Essas duas populagdes,
neurdnios e neurdglia, desenvolvem padroes geométricos complexos. A neuroglia recebeu este
nome de Virchow, pois ele acreditava que estas células serviam para manter os neurénios
unidos, funcionando como uma cola (neural glue) (BIGNAMI & DAHL, 1994). As células da
neuroglia podem ser divididas de acordo com o seu tamanho em dois grupos: a macroglia que
inclui os oligodendrocitos, a linhagem astrocitaria, as células ependimadrias, as células satélites
e as células de Schwann e a microglia. Segundo a localizagdo temos a glia central, onde estdo
a linhagem astrocitaria, os oligodendrdcitos, as células ependimarias e os microglidcitos. A
glia periférica inclui as células satélites e as células de Schwann (BANKS, 1992).

A diferenciacdo funcional das células formadoras de mielina ¢ governada e também
dependente de um contato fisico com outra célula, mais especificamente com os axonios dos
neurdnios. Nenhuma das duas estruturas, nem os axonios nem as células formadoras de
mielina se diferenciam funcionalmente por completo sem a interagdo com a outra (TRAPP et

al., 2004). Entretanto, a producao de membranas de mielina ¢ iniciada independentemente do
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contato neuronal. Em cultura pura de oligodendrécitos, esses produzem quantidade
significante de membrana tipo mielina, porém a quantidade e a estabilidade da mielina sdo
intensificadas in vivo, provavelmente como resultado do contato extensivo com o axodnio

(TRAPP et al., 2004).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo das fases de diferenciacio das células bipotenciais O2A até oligodendrdcito
e astrocito tipo II e suas respectivas imunomarcagoes. Fonte: (BEHAR, 2001).

Quando o oligodendrécito entra no processo, ou fase de diferenciacdo terminal e em
contato com os axdnios, inicia a producdo de membrana de mielina em larga escala (>10" pm?
superficie/célula/dia). A marca celular biologica de diferenciagdo ¢ a capacidade de produzir
membranas de mielina que resulta em uma unica extensdo da membrana plasmatica das
células formadoras de mielina que se enrolam espiralmente em torno do axénio (TRAPP et al.,

2004).

1.1.1 Diferenciacao das Células de Schwann

As células de Schwann se originam na crista neural e continuam sua migra¢ao para a
periferia em associacdo com os axonios (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997; TRAPP et
al., 2004; JESSEN & MIRSKY, 2004). Até alcangar seu destino final, cada célula de Schwann
envolve alguns axonios de didmetro pequeno, formando um pacote poliaxonal. Axonios que
sdo destinados a mielinizagdo sofrem um processo de maturagdo caracterizado pelo aumento
de diametro. Quando o axo6nio se torna maduro, a célula de Schwann separa este axénio do

pacote poliaxonal. As células de Schwann se dividem em uma célula filha que mantém o
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pacote poliaxonal, e outra que estabelece uma relacao inica com um axonio segregado € o
mieliniza (TRAPP et al., 2004; JESSEN & MIRSKY, 2004). A mielinizagdo pelas células de
Schwann ¢ regulada pelos axOnios e a sua iniciagdo estd relacionada a divisdo celular. A
divisdo celular e a iniciacdo das células de Schwann com fenotipo mielinizador ocorrem por
sinais moleculares que podem ou nao ser os mesmos. Os processos de segregacdo axonal,
divisdo das células de Schwann e mielinizacdo continuam até que todos os axdnios sejam
mielinizados. Os axonios de didmetro pequeno que agem como sensores (fibras-C) sdo
mantidos embainhados pelas células de Schwann, porém nao sdo mielinizados (TRAPP et al.,
2004).

A associagdo com o axOnio ndo parece ser o unico sinal para a diferenciagdo das
células de Schwann. Foi comprovado in vivo e in vitro que a neuregulina-1 e as endotelinas 1-
3 regulam a progressao da linhagem e a sobrevivéncia e proliferacdo das células de Schwann
em nervos embriondrios. Dois sinalizadores intracelulares sdo essenciais para o
desenvolvimento das células de Schwann; um ¢ o fator de transcricao Sox-10, que € necessario
para o estabelecimento da linhagem das células de Schwann e o outro ¢ o Krox-20, o qual é
necessario para a mielinizagdo. O fator de transcrigdo Oct-6 tem um papel importante no
tempo de mielinizacdo (JESSEN & MIRSKY, 2004).

Enquanto a célula de Schwann se diferencia e produz uma membrana basal, ela
adquire polaridade com a interagdo do citoesqueleto com alguns componentes da membrana
basal, principalmente laminina e fibronectina. A MAG também tem um papel importante na
mielinizacdo; esta presente nas membranas das células de Schwann em torno das fibras
mielinizadas, porém ndo esta presente nas células associadas a fibras nao mielinizadas.
Provavelmente, 0 MAG funciona através de interagdes com o citoesqueleto e isso facilita os
processos de extensdo e rotagdo durante a mielinizagdo. Uma proteina com 47 KDa, especifica
das células de Schwann chamada periaxina, foi descrita na regido periaxonal da membrana
plasmatica das células de Schwann, essa proteina possivelmente interage com a MAG durante
a mielinizacdo (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

Apesar da Py ser identificada como a principal proteina da mielina das células de
Schwann, esta claro que o gene Py ¢ expresso desde a linhagem embrionaria das células de
Schwann, nas células de Schwann nao maduras e nos precursores das células de Schwann.
Entretanto, a expressdo da Py nessas células ¢ muito menor que a expressdo e Py induzida pelo
axonio nas células mielinizadoras (JESSEN & MIRSKY, 2004).

O comprimento da célula de Schwann embrionaria varia de 30 a 60 um e se torna

associado ao comprimento do axonio do nervo em desenvolvimento. Quando o nervo aumenta
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de comprimento, a cé¢lula de Schwann também aumenta, assim como a distancia internodal,
até o animal ficar adulto. A distancia internodal pode atingir cerca de 190 um as 18 semanas
de gestacdo e 475 um ao nascimento. No nervo adulto, as células de Schwann podem chegar a
mais de 1 mm de comprimento em torno das fibras mielinizadas. As fibras ndo mielinizadas
podem atingir 250 pum de comprimento. Entretanto, apos lesdo onde ocorre degeneragdo e
desmielinizagdo segmentar, o comprimento da célula de Schwann volta para o comprimento
embriondrio e produz internodos curtos nas fibras nervosas em regeneracao e remielinizacao
(ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

A produgdo de fatores de crescimento de nervos pelas células de Schwann ocorre
durante o desenvolvimento e durante os processos de regeneracdo. As células de Schwann
imaturas e em proliferacdo tém maior volume de citoplasma se comparadas com as células de
Schwann maduras. O citoplasma da células de Schwann ¢ rico em mitocOndrias,
polirribossomos, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso. O citoesqueleto dessas
células incluem filamentos intermediarios de vimentina, o que parece 6bvio principalmente
nas fases ativas de proliferacdo e migracdo que ocorrem durante o desenvolvimento e a
regeneragdao (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

As células de Schwann nos nervos periféricos t€ém dois fendtipos principais: aquelas
que embainham multiplos axdénios (fibras nao mielinizadas) e aquelas que mielinizam um
unico axonio (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997; TRAPP et al., 2004). Todas as cé¢lulas
de Schwann tém potencial para formar mielina, elas s6 precisam receber a inducdo apropriada
pelo axdnio periférico. Embora a natureza molecular do sinal axonal seja pouco entendida,
algumas observagdes indicam que ele atua na transcricdo do gene das proteinas da mielina
(TRAPP et al., 2004). As fibras nao mielinizadas ou fibras amielinicas sdo conhecidas como
fibras de Remak, e sdo fibras pequenas que podem ndo conter nenhuma mielina ou serem
envolvidas por tracos de mielina. Essas fibras estdo no interior de invagina¢des alongadas do
citoplasma da célula de Schwann e estdo revestidas pela membrana citoplasmatica dessas
células. Esta conformacdo pode ser chamada de bainha de Schwann ou bainha de neurolema
(BANKS, 1992).

O citoplasma das células de Schwann ¢ dividido em dois compartimentos; o primeiro
ao redor do ntcleo e do lado de fora da bainha de mielina; o segundo, um fino anel de
citoplasma no interior da bainha de mielina e ao redor do mesaxo6nio interno (ORTIZ-
HIDALGO & WELLER, 1997). A proteina S-100 estd presente no citoplasma das células de

Schwann, e pode ser identificada por marca¢do imunoistoquimica, porém o principal
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filamento intermediario das células de Schwann ¢ a vimentina (ORTIZ-HIDALGO &
WELLER, 1997).

As células de Schwann de fibras amielinicas ndo expressam niveis detectdveis de RNA
mensageiro de proteinas de mielina (TRAPP et al, 2004). As fibras amielinicas sdo
prolongamentos curtos com baixa velocidade de conducao do impulso (BANKS, 1992). As
proteinas Pp e MBP acumulam até os mesmos niveis dos seus respectivos RNA mensageiro e
paralelamente a taxa de formagdo de mielina durante o desenvolvimento. A remog¢do dos
axonios por sec¢do ou dissociacdo celular resulta em répida diminuicdo na expressdo dos
genes das proteinas da mielina (TRAPP et al., 2004).

Seguindo a sec¢do do nervo, axdnios do nervo ciatico regeneram entre o coto distal
das células de Schwann, estas células de Schwann re-expressam genes das proteinas de
mielina e mielinizam, quer elas venham de nervos previamente mielinizados ou ndo

mielinizados (TRAPP et al., 2004).

1.1.2 Diferenciagao dos Oligodendrocitos

Os oligodendrocitos sdo os elementos mais numerosos da glia; juntamente com os
astrocitos, ambos contribuem com cerca de 40 a 50 % das células no SNC (ALDSKOGIUS &
KOZLOVA, 1998). Essas células sdo -caracterizadas pelo nucleo pequeno, oval ou
arredondado, que pode variar de grande e claro a pequeno e escuro. Essa célula contém
pequena quantidade de citoplasma (BANKS, 1992) e poucos prolongamentos celulares
(BANKS, 1992; ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997). Os oligodendrécitos podem ser
perineuronais, perivasculares ou interfasciculares. Os oligodendrocitos perineuronais podem
ter algum tipo de funcdo nutridora (BANKS, 1992), e podem ser identificados, tanto na
substancia branca como na substincia cinzenta por possuirem um halo perinuclear, dando a
essas células a aparéncia de um ovo frito, resultado do aumento e vacuoliza¢ao do citoplasma.
Isso ¢ resultante de artefato, assim como o aumento dos espagos perivasculares, decorrentes da
tumefacdo dos pés dos astrocitos (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

Durante o inicio do desenvolvimento provavelmente todas as células do tubo neural, as
quais possuem muitas caracteristicas de células-tronco, tém a capacidade de gerar
oligodendrocitos, entretanto durante o curso da embriogénese somente algumas células
manifestam este potencial. As primeiras células com caracteristicas bem definidas da
linhagem oligodendroglial em nervo dptico de roedores expressam antigenos de superficie
reconhecidos pelo anticorpo monoclonal A2BS. Muitas outras caracteristicas antigénicas sao

atribuidas aos precursores iniciais dos oligodendrécitos, incluindo a expressdao de antigeno
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NG2, a forma embrionaria do acido polisidlico que contém a molécula de adesao neural E-
NCAM ou PSA-NCAM, e outros antigenos reconhecidos por um nimero de anticorpos
monoclonais diferentes incluindo GD3. O maior fator de crescimento para os precursores de
oligodendrocitos ¢ o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). A expressao do
receptor alfa para PDGF (PDGFaR) ¢ a caracteristica mais recente descoberta dos precursores
de oligodendrodcitos (MILLER & REYNOLDS, 2004).

Os precursores de oligodendrdcitos sofrem varias mudangas estruturais e bioquimicas
até amadurecerem. Estruturalmente, iniciam o desenvolvimento de uma morfologia mais
complexa e freqlientemente desenvolvem multiplos processos citoplasmaticos, entretanto
ainda ha um corpo celular relativamente grande. Bioquimicamente os precursores de
oligodendrocitos em maturacdo expressam antigenos em sua superficie que se ligam a
anticorpos monoclonais para O4. Entre esses antigenos estd o antigeno POA e o
galactosulfatideo que posteriormente ird se tornar um componente estrutural da mielina. As
células nesse estagio de desenvolvimento sdo chamadas de pré-oligodendrocitos e expressam
também um nuimero de outros antigenos caracteristicos, incluindo proteinas mielinicas dos
estagios iniciais. A diferenciacdo dessas células em oligodendrdcitos maduros estd associada a
perda de expressdo de antigenos das células precursoras como, por exemplo, o marcado pelo
mAbA2B5S e o ganho da expressio de antigenos de oligodendrécitos como o
galactocerebrosideo o principal glicolipidio da mielina. A morfologia do oligodendrécito
comega a tornar-se mais complexa, com multiplos processos celulares e um corpo celular
pequeno. Sob certas condi¢des de cultura essas células comecam a expressar amplas laminas
membranosas que podem representar os estagios iniciais da formag¢do da mielina. Continuando
a maturacdo, ocorre o aumento da expressdo das principais proteinas da mielina como da
proteina basica da mielina (MBP) e da proteina proteolipidica (PLP) (MILLER &
REYNOLDS, 2004).

O principal indutor de mitose das células imaturas precursoras de oligodendrocitos
A2B5+ ¢ o PDGF. A resposta mitogénica ¢ mediada através do receptor alfa para o PDGF
(PDGFaR). A expressdo desse receptor sobrepde-se a imunoreatividade da A2B5 e por esse
motivo caracteriza os precursores de oligodendrécitos em regides especificas do SNC em
desenvolvimento. Os precursores de oligodendrdcitos imaturos também respondem ao fator de
crescimento fibroblastico (FGF), até certo grau e em menor extensdo, embora a combinagao
de PDGF e FGF promova extensa proliferacio e iniba a diferenciacdo. Algumas outras
citocinas e fatores de crescimento influenciam a proliferagio de precursores de

oligodendrocitos imaturos, essas incluem neurotropina NT3, fator de crescimento tipo insulina
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e a quimiocina CXCLI. Esta tltima, embora nao sendo um mitégeno por si proprio, aumenta a
resposta proliferativa de precursores de oligodendrécitos imaturos ao PDGF, e o seu
sinergismo ¢ mediado através dos receptores de quimiocina CXCR2. O desenvolvimento dos
precursores dos oligodendrocitos ¢ inibido, in vitro, pela exposi¢do a membros da familia
TGF, mais especificamente proteina morfogénica do osso 2 ¢ 4 (MILLER & REYNOLDS,
2004).

Apesar da maioria dos oligodendrécitos maduros estarem localizados na substancia
branca, as células fundadoras da linhagem oligodendrocitica provém no inicio do
desenvolvimento de regides restritas do tubo neural. O local de origem dos precursores dos
oligodendrocitos ndo € restrito a medula espinhal. Em regides mais rostrais do SNC, os
precursores dos oligodendrocitos se originam em regides especificas da zona do manto
ventricular e subventricular, em estagios especificos do desenvolvimento. As células da zona
do manto ventricular do diencéfalo frontal parecem migrar através do tdlamo e hipotalamo em
desenvolvimento, bem como até regides mais dorsais incluindo o cerebelo em
desenvolvimento. Embora a maioria das regides do SNC parega ser povoada por células
precursoras derivadas de uma unica regido, foram descritos multiplos dominios de células
precursoras de oligodendrocitos no telencéfalo, incluindo area anterior do pedinculo e do
bulbo olfatorio. Entretanto, ndo ¢ muito claro se a progénie de cada um desses dominios ¢
idéntica e se eles contribuem com os oligodendrocitos para envolver ou ndo envolver o axonio
(MILLER & REYNOLDS, 2004).

Os anticorpos para o proteoglicano sulfato de condroitina NG2 e para receptor a do
PDGF foram usados para identificar as OPCs no SNC em desenvolvimento e também no SNC
adulto. Esses anticorpos, quando usados no encéfalo de roedores adultos, identificam uma
ampla e numerosa populacao de células que possuem o fendtipo das células progenitoras mais
maduras. Em todas as regides do SNC adulto, incluindo a substincia branca e a substancia
cinzenta, a expressao de NG2 sobrepde a expressao de receptor a do PDGF. A evidéncia mais
importante de que essas células representam as OPCs ¢ a demonstracdo, in vivo, de que elas
também expressam o antigeno O4, porém ndo expressam antigenos especificos de células mais
maduras da linhagem oligodendrocitica como CNP, galactocerebrosideo e proteina basica da
mielina. Entretanto, hd alguns relatos recentes de que as OPCs no SNC adulto podem
expressar baixos niveis de galactoserebrosideo e glicoproteina da mielina do oligodendrécito
(MOG). Todas essas evidéncias sugerem que essas células sdo fenotipicamente parte da
linhagem oligodendrocitica e sdo estreitamente relacionadas aos progenitores mais maduros

NG2+/ PDGF-aR+/04+ encontradas durante o desenvolvimento. Essas células aparentemente
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param a diferenciagdo em um ponto antes de se diferenciarem em oligodendrodcitos jovens
poOs-mitoticos, isso para poderem se transformar em oligodendrocitos apds desmielinizagdo ou
serem capazes de somente diferenciarem-se (MILLER & REYNOLDS, 2004).

As OPCs NG2+ e PDGF-aR+ sdo encontradas em abundancia em todas as regioes da
substancia branca e cinzenta, e em todo SNC compreendem entre 3 a 9 % de todas as células
dependendo da regido. A relagdo do niimero de OPCs na substancia cinzenta em relagdo a
substancia branca ¢ de 1:1,5, isso demonstra que a densidade numérica dessas células ndo ¢
simplesmente um reflexo da abundancia da mielina; esse resultado refor¢a a teoria de que
essas células também tem outros papéis no SNC, além de proverem uma populagdo de células
reserva que podem sintetizar mielina em situacdes fisiologicas e patoldgicas. O papel dessas
células na remieliniza¢do ¢ importante, e a taxa de conversao das OPCs em oligodendrocitos
varia de aproximadamente 1:4 na substincia branca e cinzenta da medula espinhal, mas
somente 1:1 no cortex cerebral e hipocampo, isso ¢ importante para a eficiéncia e a velocidade
de remielinizagao nessas diferentes areas (BIGNAMI & DAHL, 1994).

Sugere-se que as OPCs adultas sejam uma populacdo de células tronco em divisao
lenta no SNC de roedores adultos, capazes de gerar, em qualquer idade, células da linhagem
oligodendroglial. As OPCs podem mudar as suas propriedades durante o desenvolvimento,
podem prolongar o tempo do ciclo celular, possivelmente pelo acumulo de p27, e
eventualmente atingir propriedades de OPCs adultas. A produgdo continua de PDGF pelos
astrécitos pode criar um sinal que mantém essas células com uma baixa taxa de proliferacao.
A promogdo da diferenciagdo das OPCs adultas até a mielinizacdo pode ser prevenida pela
ativacdo de uma via de sinalizacdo Notch-Jagged. O receptor Notch das OPCs pode ser
ativado pelo ligante Jagged dos oligodendrocitos vizinhos ou dos nodos de Ranvier.
Entretando, foi demonstrado in vitro que a mielina pode inibir a diferenciacgao total das OPCs.
O Notch também pode ter uma distribuigdo assimétrica apds a divisdo das OPCs no SNC
adulto, proporcionando que as cé€lulas filhas se diferenciem em oligodendrdcitos e também
mantendo o nimero de OPCs (BIGNAMI & DAHL, 1994).

Os oligodendrocitos tém como principal fun¢do produzir e manter as bainhas de
mielina no SNC. A metodologia do carbonato de prata de del Rio-Hortega para
oligodendrocitos demonstrou a presenga dessas células também na substancia cinzenta, as
células satélites perineuronais. As células satélites perineuronais sdo encontradas mais
comumente em torno de células piramidais de tamanho médio no cortex cerebral e em grandes
neurdnios no corpo estriado, sendo similares as células capsula do ganglio da raiz dorsal. As

células satélites ndo sdo marcadas por anticorpos como anidrase carbonica e marcadores para
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oligodendrocitos no encéfalo de ratos. Na microscopia eletronica, todas as células com
caracteristicas de oligodendrécitos estdo conectadas a bainhas de mielina (BIGNAMI &
DAHL, 1994).

Embora a produgdo e¢ a manutencdo da mielina seja a principal fungdo dos
oligodendrocitos, esta ndo ¢ sua Unica funcdo; também contribuem para a manutencdo do
equilibrio 4cido-base, pois a anidrase carbOnica esta localizada exclusivamente nos
oligodendrocitos e na glia de Muller na retina. No SNC os oligodendrécitos sdo a tnica fonte
de transferrina, uma proteina carreadora de ferro, que regula o movimento e o estoque desse
metal (BIGNAMI & DAHL, 1994).

As OPCs sdo abundantes na substancia branca ou cinzenta do SNC adulto e também
possuem uma rede extensa de processos, essas caracteristicas sdo evidéncias de que as OPCs
tém outro papel além de serem progenitores de oligodendrocitos. A presenca de processos de
células NG2+ nos nodos de Ranvier e nas sinapses ¢ sugestiva de que elas t€ém um papel de
modulagdo na atividade neuronal. A presenca de receptores AMPA nas OPCs, aliada a entrada
de glutaminérgicos sindpticos nessas c€lulas e a habilidade de transportar glutamato, indicam
também uma participacdo na homeostase e neurotransmissdo do glutamato (MILLER &
REYNOLDS, 2004).

Mudangas no ambiente do SNC apos lesdao ou perda da mielina aparentemente
habilitam as OPCs adultas a rapidamente retornarem ao fenotipo mitotico das OPCs neonatais,
que podem repor um grande nimero de oligodendrécitos. As OPCs adultas reagem a uma
variedade de insultos patologicos no SNC, pelo aumento da expressio de NG2 e pelo
engrossamento dos processos primarios. Depois os processos sdo retraidos e o corpo celular se
torna inchado. Quando ocorre desmieliniza¢do e processo de lesdo severa, estes eventos sao
seguidos de proliferagdo. Uma caracteristica importante de toda essa resposta, no caso do
insulto levar a desmielinizagdo, ¢ que esta resposta ¢ extremamente limitada e rapida, e
somente as OPCs na area de desmielinizagdo e na sua borda proliferam. Em processos
inflamatorios as OPCs mostram altera¢des reativas mas ndo proliferam, isso sugere que em
lesdes de desmielinizagdo onde as OPCs estdo preservadas, a proliferacdo ocorre em parte pela
combinag¢do de sinais dos axonios expostos naquele momento com a sinalizagdo sinergistica
dos astrocitos e da microglia/macrofago. Esse processo parece gerar um nimero mais que
suficiente de células para realizar a remielinizagdo (MILLER & REYNOLDS, 2004).

Apds a remielinizagdo o numero de OPCs Ng2+ ou PDGFoR+ da area de
desmieliniza¢do retornam aos niveis anteriores a lesdo ou permanecem elevados. Isso pode ser

esperado nesse caso, pois as OPCs atuam como uma populacdo de células-tronco, que se
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dividem assimetricamente para manter a populagdo de células para reparos futuros. Nao ha
alteragdes no niimero de OPCs NG2+ nas areas em torno de lesdes induzidas pelo brometo de

etidio na medula espinhal de roedores (MILLER & REYNOLDS, 2004).

1.1.3 Diferenciacdo dos Astrocitos

Os astrocitos sdo células que possuem muitos prolongamentos e nucleo grande,
arredondado ou oval, geralmente claro (BANKS, 1992). Assim como os neurdnios, 0s
astrocitos sdo heterogéneos (FULLER & BURGER, 1997). Sao divididos em dois tipos
diferentes: os fibrosos ou tipo II e os protoplasmaticos ou tipo I (BANKS, 1992; FULLER &
BURGER, 1997). O tipo protoplasmatico tem mais citoplasma que o tipo fibroso, e possui
menos marcagdo para a proteina glial fibrilar dcida que o ultimo. O tipo fibroso estd presente
mais na substincia branca e o tipo protoplasmatico na substincia cinzenta (FULLER &
BURGER, 1997). Os astrocitos sao importantes para a manutengdo da estrutura do cérebro e
da medula espinhal (BANKS, 1992). Outro tipo importante de astrdcitos sao os pilociticos da
regido periventricular, do cerebelo, da medula espinhal e a glia de Bergmann que estdo
distribuidos em uma estreita camada entre os corpos celulares das células de Purkinje no
cortex cerebelar (FULLER & BURGER, 1997). A glia limitante externa ¢ formada pelos
astrocitos. Eles revestem as superficies receptoras nervosas atuando como isolantes e também
sdo responsaveis pela repara¢do dos defeitos (BANKS, 1992) e pela formagdo de cicatriz no
tecido nervoso do SNC (BANKS, 1992; BIGNAMI & DAHL, 1994; SILVER & MILLER,
2004). Os astrocitos podem sofrer hiperplasia, hipertrofia e realizar fagocitose (BANKS,
1992).

Em lesdes onde a dura-mdter ndo ¢ rompida, a cicatriz ¢ formada principalmente por
astrocitos, entretanto quando ocorre o rompimento das meninges e a lesdo ¢ mais severa, a
astroglia estd entremeada a elementos do tecido conjuntivo invasor (SILVER & MILLER,
2004). Por esse motivo os astrocitos foram relacionados como os “fibroblastos dos SNC”
(FULLER & BURGER, 1997). A resposta dos astrocitos ao dano ¢ relatada como gliose
reativa, porém realmente, na maioria dos tipos de lesdes, a real quantidade de células gliais
divididas ¢ relativamente pequena e esta confinada ao halo ao redor do centro da lesdo. O fato
mais importante da reposta glial reativa a lesdo ¢ a hipertrofia com aumento da producdo de
filamentos intermediarios. A proteina glial fibrilar 4acida (GFAP) ¢ um dos principais
marcadores imunocitoquimicos que pode identificar astrocitos reativos hipertrofiados, assim
como a vimentina que ¢ outro filamento intermediario protéico importante (SILVER &

MILLER, 2004).
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ApoOs lesdes graves ocorre uma astrogliose reativa aguda, geralmente formando uma
gliose fibrilar densa; esse tipo de reacdo cronica pode possuir inclusdes citoplasmaticas
distintas chamadas de fibras de Rosenthal, que sdo achados de uma variedade de lesdes e
possuem um so significado: a cronicidade do processo (FULLER & BURGER, 1997).

Apesar de impedir a regeneracao, evidéncias recentes indicam que a cicatriz glial pode
fornecer fungdes benéficas muito importantes para estabilizar o fragilizado tecido do SNC
apos lesdo. Essas funcdes foram confirmadas por técnicas que induziram a deple¢do da
subpopulagdo de astrocitos reativos que, sofrendo mitose, envolvem o centro da lesdo. Esses
achados indicam que ap6s sofrer uma lesdo, os componente da cicatriz glial serve como
reconstituinte da barreira hemato-encefalica, impedindo uma resposta inflamatéria opressiva e
limitando a degeneracao celular (SILVER & MILLER, 2004).

Os astrocitos produzem moléculas promotoras de crescimento e também uma classe de
moléculas conhecidas como proteoglicanas. S3o quatro classes de proteoglicanas: sulfato de
heparina (HSPG), sulfato de dermatina (DSPG), sulfato de queratina (KSPG) e sulfato de
condroitina (CSPG). O CSPG forma uma ampla familia, que inclui agrecanina, brevicanina,
neurocanina, NG2, fosfacanina e vessicanina. A expressdo dessas CSPG aumenta na cicatriz
glial nos SNC de animais adultos. Muitos trabalhos demonstram que as CSPG sdo
extremamente inibitorias ao brotamento do axonio em cultura (SILVER & MILLER, 2004). A
natureza inibitéria dos proteoglicanos inclui a acdo como repelentes para os axonios
embriondrios e adultos, in vitro esse efeito pode agir por mais de uma semana. Em mamiferos
adultos os CSPGs sdo secretados rapidamente apos uma lesdao, em torno de 24 horas, ¢ podem
persistir por varios meses. Foi demonstrado que os CSPG sdo produzidos em excesso pelos
astrocitos quando esses estdo reativos in vivo apos pequenas lesdes na zona de entrada da raiz
dorsal. A astroglia reativa do periodo embrionario pré-critico ndo aumenta os niveis de CSPGs

apos a ocorréncia de uma lesdo (SILVER & MILLER, 2004).
1.2 Mielinizacao

A mielina foi definitivamente demonstrada como sendo uma extensdo espiralada da
membrana plasmatica das células de Schwann no sistema nervoso periférico, e da membrana
plasmatica dos oligodendrocitos no sistema nervoso central (TRAPP & KIDD, 2004). Os
oligodendrocitos formam multiplos internodos de mielina, até 200, enquanto as células de
Schwann formam um tnico internodo (GRACA, 1988a; TRAPP & KIDD, 2004). Os
internodos de mielina mostraram ser dominios ultraestrutura e bioquimicamente distintos, que

ndo sdo idénticos no sistema nervoso central e periférico (TRAPP & KIDD, 2004). A
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composi¢do lipidica ¢ muito similar nos dois sistemas, porém a composi¢ao protéica ¢
notadamente distinta, visto que a proteina Py ndo esta presente no SNC. No SNC h4 uma
glicoproteina, solivel em solventes organicos que provavelmente ¢ homologa a Py dos nervos
periféricos. Essas diferengas bioquimicas contribuem para as diferengas na estrutura da
mielina nos dois sistemas, por exemplo, os espagos entre as linhas densas sdo menores no
SNC (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

A bainha de mielina ¢ uma estrutura lipoprotéica depositada ao redor de axdnios, que
esta dividida em internodos, cujos limites s3o os nodos de Ranvier. A espessura das bainhas
estd diretamente relacionada com o didmetro do axonio (Figura 2) (GRACA, 1986). Assim
ocorre a condugdo saltatoria, rapida e eficaz no sistema nervoso dos vertebrados (GRACA,
1988a).

A
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Figura 2 - Microscopia eletrénica de transmissio demonstrando bainhas de mielina com espessura
proporcional ao didmetro do axdnio. n: niicleo de microéglia. db: dense bodies. Aumento: 10750X. Fonte:
(GRACA, 1986).
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O processo de mielinizagdo envolve importantes interagdes entre 0s axonios € as
células-bainha. Inicia-se com um sinal do ax6nio que atua no recrutamento de populacdes
celulares potencialmente mielinizantes, na sua diferenciacdo e proliferacdo e iniciacdo da

sintese e da manutencdo das moléculas especificas da mielina (GRACA, 1988a).
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A mielinizagdo ¢ precedida de um grande aumento de divisao celular, também
chamada de “gliose mielinizadora”. A mielinizagdio ¢ um fendmeno tardio do
desenvolvimento dos mamiferos, que ocorre no periodo perinatal (BIGNAMI & DAHL,
1994).

E dificil afirmar que a maioria das células gliais no sistema nervoso central origina-se
por divisdo local. A questdo principal ¢ se um precursor dos dois principais tipos de células
gliais (astrocitos e oligodendrécitos) existe no SNC como sugerido por estudos in vitro, ou se
astrécitos ou oligodendrocitos originam-se de diferentes precursores. Na gliose mielinizadora,
células GFAP positivas e as células formadoras de mielina aparecem em seqiiéncia, o que
sugere a existéncia de um precursor comum de acordo com os achados in vitro. Entretanto,
evidéncias indicaram que o precursor ndo ¢ tdo comum assim (BIGNAMI & DAHL, 1994).

Além da interagdo entre o axonio e as células-bainha, existe um terceiro elemento que
¢ exigido para estabilizar as relagcdes entre ambos. No SNP este terceiro elemento € constituido
por fibras colagenas pré-formadas. Foi sugerido que no SNC a estabilidade ¢ realizada pelo
elemento estrutural mais importante do tecido, o astrocito fibroso tipo 2 (GRACA, 1988a).

O processo de mielinizagdo se inicia com o envolvimento do axonio por uma proje¢ao
da célula-bainha, formando uma espiral frouxa ao redor do axdnio. O processo continua com a
compactagdo dessas camadas através da expulsdo do citoplasma, formando assim uma
estrutura lamelar compacta composta de: bandas eletrodensas espessas, derivadas da aposi¢ao
das faces citoplasmaticas das membranas chamadas de linha densa principal, € bandas menos
eletrodensas, derivadas da aposi¢do das faces externas das membranas, denominadas de linhas
intraperiddicas (GRACA, 1988a).

A microscopia eletronica foi fundamental para o desenvolvimento destes conceitos que
tém base na arquitetura molecular dos internodos de mielina e sobre as altera¢des patologicas

que resultaram de doengas hereditarias ou adquiridas da mielina (TRAPP & KIDD, 2004).

1.2.1 Mielinizagdo pela Célula de Schwann

A mielinizagdo no SNP pode ocorrer de duas maneiras, como descrito anteriormente.
A maioria dos axdnios acima de 1 pm de didmetro sdo mielinizados. Os axonios sdo auto
limitados por uma membrana plasmatica lisa (axolema), que ¢ separada da célula de Schwann
que o envolve por uma abertura de 10 a 20 nm (espaco periaxonal de Klebs). O citoplasma do
axonio (axoplasma) contém mitocOndrias, cisternas de reticulo endoplasmatico liso,
ocasionalmente ribossomos, granulos de glicogénio, peroxissomos e vesiculas que contém

neurotransmissores. Outras estruturas importantes do axoplasma sao as estruturas filamentosas
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ou tubulares. Microfilamentos de 5 a 7 nm de diametro sdo compostos de cadeias de actina e
compdem cerca de 10% do total de proteinas do axdnio, e estdo confinados a zona cortical
imediatamente abaixo do axolema. Nos axonios maiores os neurofilamentos sdo os principais
componentes filamentosos (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

A manutengdo do espago periaxonal de Klebs parece ser realizada pela glicoproteina
associada a mielina (MAG), que est4 presente na membrana periaxonal da célula de Schwann.
Os camundongos mutantes que ndo expressam a proteina MAG ndo formam o espago
periaxonal ¢ a membrana das células de Schwann se funde com o axolema (ORTIZ-
HIDALGO & WELLER, 1997).

Inicialmente, as células de Schwann mielinizadoras dividem a superficie de membrana
em dois dominios. O primeiro dominio ¢ a membrana plasmatica abaxonal, que € exposta para
interagir com o meio externo ou fluido endoneural. Como parte dessa maturagdo ocorre a
producgdo da lamina basal, que ¢ um pré-requisito para a mieliniza¢do. O segundo dominio, a
membrana adaxonal ou periaxonal, estd em contato direto como o axonio e ¢ enriquecido com
a glicoproteina associada da mielina (MAG). A membrana axonal envolve (embainha) o
axonio radialmente e longitudinalmente e tem um papel importante no direcionamento dos
canais de sodio (Nat) para os nodos. O crescimento espiral dos internodos de mielina ¢
iniciado pela expansdo das membranas mesaxonais. Essa membrana conecta as membranas
periaxonal e abaxonal e forma parcialmente duas potenciais “margens condutoras” para
encapar espiralmente até a superficie periaxonal e abaxonal. Esse desenvolve para dentro do
mesaxonio interno ou externo formando internodos mais maduros. Até agora nio estd bem
estabelecido se a expansdao espiral ocorre pela rotagdo de uma ou das duas “margens
condutoras”. Nesta etapa, a membrana mesaxonal expande pela rotagdo sobre ela mesma ou
sobre o axoOnio. A membrana da espiral mesaxonal também cont¢ém MAG, e ¢
ultraestruturalmente caracterizada por uma abertura de 12 a 14 nm entre seus folhetos
extracelulares. O citoplasma das células de Schwann estd separado em folhetos
citoplasmdticos de membranas mesaxonais, mas contém algumas organelas. Até que algumas
espirais sdo formadas e o citoplasma entre as membranas mesaxonais ¢ eliminado, e uma
densa linha de mielina compacta ¢ formada. Simultaneamente a esse processo o espaco entre
os folhetos extracelulares diminui de 12 a 14 nm para apenas 2 nm de mielina compacta
(Figura 3) (TRAPP et al., 2004).

A proteina Py, principal proteina estrutural da mielina compacta do SNP, ndo foi
detectada nas primeiras voltas mesaxonais durante a mielinizagdo normal. Isto ocorre porque a

presenca de Py nas membranas mesaxonais se da em niveis ndo detectaveis por métodos usuais
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ou porque a transicdo para a mielina compacta ocorre tdo rapidamente que os estagios
intermediarios ndo sdo detectdveis (TRAPP et al., 2004). Portanto, a mielina ¢ formada pela
fusdo das membranas das células de Schwann, que ¢ representada na microscopia eletronica
como estruturas lamelares com 12 a 18 nm de intervalo. Bioquimicamente a mielina é formada
de 75% de lipideos e 25% de proteinas. Cerca de 70% da proteina da mielina ¢ a Py, uma
glicoproteina de 30 KDa (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997; TRAPP & KIDD, 2004);
outras proteinas incluem a P1 e P2 (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).
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Extracellular space-12nm  Extracellular space-12nm  Extracellular space-2nm
Cytoplasm-present Cytoplasm-present Cytoplasm-absent

Figura 3 - Diminuicdo do espaco extracelular, com a retirada da MAG e a compactacio da mielina com a
presenca da Py. Fonte: (TRAPP et al., 2004).

Um componente importante da bainha de mielina no SNP sdo as incisuras de Schmidt-
Lanterman, que consistem de espirais continuas de citoplasma das células de Schwann que
atravessam a mielina compacta a partir do compartimento citoplasmatico externo ou nuclear
até o compartimento citoplasmatico interno ou paraxonal, com uma forma obliqua com 9° ao
longo do eixo da bainha. As fendas abrem as membranas citoplasmaticas na linha densa
principal e formam uma rota para a passagem de substincias através da bainha de mielina,
unindo a camada citoplasmatica externa a camada citoplasmatica interna (ORTIZ-HIDALGO
& WELLER, 1997). As incisuras contém corpusculos densos limitados por membrana,
lisossomos, ocasionalmente mitocondrias e um Unico microtibulo que estd associado ao
transporte ¢ a estabilidade e a espiral citoplasmatica. O niimero de incisuras de Schmidt-

Lanterman estd diretamente relacionado ao diametro do axonio, quanto maior a fibra, mais
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incisuras apresenta. A presenga dessas incisuras durante a mielinogénese indica que este ¢ um
componente importante da bainha (ORTIZ-HIDALGO & WELLER, 1997).

Em nivel molecular, a conversdo da membrana mesaxonal para mielina compacta
durante a mielinizagdo normal envolve duas etapas: a remocdo da MAG e a adigdo da proteina
Py. A remoc¢ao do MAG ¢ absolutamente necessaria para a conversao da membrana mesaxonal
em mielina compacta, pois quando o Py ¢ MAG estdo na mesma membrana espiralada, o
dominio extracelular grande do MAG domina o espaco entre as membranas (TRAPP et al.,
2004).

A conversdao da membrana mesaxonal em mielina compacta parece ser governada por
uma adesdo trans homofilica for¢ada da proteina Py. Complexos tetraméricos de Py se
conectam de maneira homofilica a tetrAmeros de Py em orientagdes opostas nas membranas
plasmaticas opostas (Figura 4) (TRAPP et al., 2004). Esses tetrameros ocorrem pois a Py ¢
uma glicoproteina de transmembrana do tipo I que possui um dominio transmembrana, um
carbono terminal citoplasmatico e um unico dominio extracelular tipo imunoglobulina. As
interagdes moleculares responsaveis pela adesdo homofilica do Py foram atribuidas ao dominio
extracelular de Py. Esses dominios extracelulares interagem como tetrameros ligados em cis
que se ancoram através de pontes de hidrogénio em outros tetraimeros que se encontram em
orientagdao oposta na membrana plasmatica oposta (Figura 4) (TRAPP & KIDD, 2004).

Os nodos de Ranvier sdo estruturas importantes da bainha de mielina. Ranvier sugeriu
que esta constricdo prevenia a perda ou o fluxo de mielina semi-liquida ao longo da fibra
nervosa, sugeriu também que a abertura na bainha de mielina permite a difusdo de nutrientes
dentro do axonio. Em fibras nervosas adultas normais os segmentos internodais entre os nodos
de Ranvier variam de 200 a 1500 um de comprimento. Os nodos de Ranvier possuem
especializacdes das células de Schwann e das bainhas de mielina. A bainha de mielina termina
em estruturas tipo alcas dilatadas, que estdo justapostas a superficie axonal. Ocasionalmente
estruturas tipo desmossomos sao formadas entre algumas algas terminais. A abundancia de
mitocondrias no citoplasma paranodal indica que ocorre uma grande requisi¢do de energia nos
nodos. Nos centros dos nodos ha a formagdo de processos chamados vilos, que sdo projecdes
do citoplasma com 70 a 100 nm de didmetro, esses vilos estendem-se para o interior da
abertura nodal e se interdigitam com processos da célula de Schwann adjacente. Esse padrao
de entrelagamento ¢ mais proeminente e complexo nas fibras maiores (ORTIZ-HIDALGO &

WELLER, 1997) (Figura 5).
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Figura 4 - Esquema da periodicidade da compacta¢io da mielina. A mielina compacta pode ser vista como
um processo celular (A). Os processos crescem espiralmente (B) ao redor do axonio, e durante a
compactacio da mielina (C), o citoplasma (verde) é excluido. Os folhetos da membrana citoplasmatica
(verde escuro) fusionam para formar as linhas densas principais (D, MDL), enquanto os folhetos
extracelulares (vermelho) das lamelas adjacentes se aproximam para formar as linhas intraperiédicas (D,
IPL). A orientagio de trés proteinas que tem papel dominante na integridade da mielina compacta estio
representadas. Fonte: (TRAPP & KIDD, 2004).

1.2.2 Mielinizagdo pelo Oligodendrécito

O tamanho e a complexidade geométrica dos oligodendrdcitos e seus multiplos
internodos de mielina requerem mecanismos especializados para coordenar a sintese,

distribuicdo e alvo de componentes da mielina. Como ocorre nas células de Schwann, os
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microtibulos auxiliam o oligodendrécito a organizar a maquinaria de sintese e fornecem vias
para transportar os produtos do gene da mielina. Em contraste as células de Schwann que
formam um internodo de mielina, os oligodendrécitos precisam coordenar a entrega de
componentes da mielina para multiplos internodos de mielina. Para realizar esta tarefa o
oligodendrocito desenvolve muitas “estacdes de biossintese” no seu citoplasma perinuclear.
Essas “estagdes de biossintese” podem ser visualizadas na microscopia de luz como
protuberancias citoplasmaticas de onde emergem um ou mais processos. Cada um desses
troncos principais podem se ramificar em muitos processos refinados que formam os
internodos de mielina no sistema nervoso central (TRAPP et al., 2004). Nas células de
Schwann o transporte ocorre de uma maneira linear e bidirecional a partir de uma regiao
perinuclear central. Os oligodendrdcitos precisam coordenar a entrega dos componentes da
mielina radialmente. Até os componentes da mielina alcangarem o internodo, estes sdo
distribuidos de forma linear e bidirecional, isto ocorre porque o oligodendrécito utiliza uma
organizacdo de microtibulos especializada que nao existe nas células de Schwann. A
membrana basal de duas células adjacentes ¢ continua sobre a abertura nodal (TRAPP et al.,

2004).

1.3 Desmieliniza¢ao

No processo de desmielinizagdo ndo ha lesdo axonal, distinguindo-se dessa forma da
degeneracdo walleriana, processo onde a degradagdo da mielina ¢ conseqiiéncia da
degeneragdo axonal. A desmielinizagdo estd envolvida em varios processos patologicos no
homem e nos animais, € pode ser o principal componente de doengas como esclerose multipla
no homem, cinomose nos caninos, ou como alteragdes secundarias em processos inflamatdrias
ou imunomediados (GRACA, 1988a).

Varios modelos de desmielinizacdo tém sido aplicados ao longo dos anos para
esclarecer esse processo, com diferentes técnicas como: inje¢do de virus que lisam
oligodendrocitos, como o da hepatite do camundongo (JHM). Inducdo de reacdes
imunolédgicas contra células que expressam antigenos virais, inducdes de reacdes
imunolégicas in vivo pela injecdo intradérmica de cérebro emulsionado e in vitro pela adigao
de soro mielinotoxico a culturas de células gliais, injecdes locais ou sistémicas de agentes
mielinotoxicos, ou uso de pressdo sobre a mielina. Apds a lesdo na substancia branca, a
mielina sofre degradagdo associada a infiltracio macrofagica da area. Algumas alteracdes
podem ocorrer na bainha de mielina antes dessas serem fagocitadas, tais como a vesiculagdo ¢

a formacao de favos, a micropinocitose vermiforme ¢ o desnudamento, associado a profunda



45

infiltracdo macrofagica. Os axo6nios desmielinizados podem ser remielinizados ou podem
permanecer sem a bainha de mielina e ficar separados por processos astrocitarios. Na auséncia

de astrocitos os axonios se aglutinam (GRACA, 1988a).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo de um axénio no SNP onde o internodo é recoberto por microvilos das
células de Schwann, que se entrelacam com os microvilos da célula adjacente. Fonte: (TRAPP et al., 2004).

A conexina 32 ¢ uma proteina das jun¢des comunicantes presente nos dominios nao
compactados da bainha de mielina, que cria uma via radial para difusdo de substancias. Essa
funcdo estd mais bem explicada na secdo destinada as conexinas (sec¢do 1.8). O bloqueio
dessa via ocorre no camundongo KO ou em outras mutagdes espontdneas em humanos. Essas
alteracdes causam patologias proprias como aumento do colares periaxonais € nao
compactagdo da bainha. O camundongo KO para conexina 32 ¢ usado como modelo
experimental da neuropatia Charcot-Marie-Tooth, mais especificamente da forma dominante
ligada ao cromossomo X. Os animais com mais de 3 meses desenvolvem um processo de

desmielinizagdo mediado por macrofagos (KOBSAR et al., 2002).
1.4 Remielinizaciao

A remielinizacdo ¢ um processo regenerativo natural que causa melhoria sintomatica,
mas ¢ extremamente restrita (FRANKLIN & GOLDMAN, 2004; BALABANOV & POPKO,
2005) e ineficiente nas desordens com desmielinizacdo cronica (BALABANOV & POPKO,

2005). Entretanto, apesar do processo de reparo da mielina ndo prover a cura, ele oferece ao
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paciente a oportunidade terap€utica de aumentar a recuperagao funcional e a qualidade de vida
(BALABANOV & POPKO, 2005).

A remielinizagdo de axdnios no SNC por células de Schwann foi relatada apos
desmielinizagdo induzida por lisolectina em ratos e em gatos. O mesmo processo ocorre no
SNC do rato apos desmielinizacao induzida por 6-aminonicotinamida. Em todos os casos a
presenca de células de Schwann dependeu da auséncia de astrdcitos na drea (GRACA, 1989b).

Hé algum tempo foi demonstrado que a remielinizagdo mediada pelo transplante de
oligodendrocitos pode ser ativada em situagdes onde a mielinizagdo endogena ou a
remielinizagdo foi inibida em um estdgio inicial (BARON-VAN EVERCOOREN &
BLAKEMORE, 2004).

Evidéncias genéticas provam que a remielinizagdo difere em varias vias da
mieliniza¢do do desenvolvimento. O principal achado dessas evidéncias ¢ que o efeito da
inativagdo do gene (Oligl) que codifica o fator 1 de transcri¢do do oligodendrocito (Oligl) ¢
evidentemente heterogéneo durante a mielinizacdo e remielinizacdo. Em estudos com
camundongos mutantes do Oligl, os animais mostraram padrdes normais de mielinizagao
durante o desenvolvimento; quando ocorre um evento desmielinizador, no entanto, a
remielinizagdo ¢ deficiente. Esse camundongo gera uma intensa resposta de proliferagcdo e
recrutamento de oligodendrocitos, porém essas células ndo conseguem se diferenciar em
oligodendrocitos maduros e remielinizar axonios eficientemente. Sugere-se que o gene Oligl €
essencial para o processo de remielinizagdo mas ndo para a mielinizagdio durante o
desenvolvimento (BALABANOV & POPKO, 2005).

As proteinas Oligl e Olig2 pertencem a uma familia recentemente descrita como fator
de transcrigdo. Inicialmente essas proteinas foram envolvidas na criacdo do neurdnio motor e
na oligodendrogénese durante o desenvolvimento. Camundongos KO para Oligl e Olig2 e
somente para Olig2 morrem durante o periodo perinatal, enquanto o camundongo KO somente
para Oligl ndo demonstrou anomalias fenotipicas significativas, exceto um subito atraso na
maturacdo dos oligodendrocitos; mesmo assim, os oligodendrdcitos estdo normais e a
mielinizacdo se completa em torno dos 30 dias pos-natal (BALABANOV & POPKO, 2005).

Estudos recentes demonstram que o processo de remielinizacdo decorrente de resposta
a desmielinizagdo ¢ um pouco diferente do processo de mielinizagdao, principalmente na
ativacdo de genes responsaveis pela diferenciagdo e maturagdo das células produtoras de
mielina como o Oligl e Olig2 (BALABANOV & POPKO, 2005).

Morfologicamente as bainhas de mielina formadas no processo de remielinizacdo sao

mais finas e curtas para o padrdo de axonios que estdo remielinizando (FRANKLIN &
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GOLDMAN, 2004). A remodelacdo das bainhas remielinizadas leva varios meses, mas a
relacdo entre a bainha e o axdnio nunca se recupera. As finas bainhas de mielina sdo
especialmente visualizadas em corte transversais semifinos de resina, contra corados com azul
de toluidina e visualizados por microscopia de luz ou eletronica (FRANKLIN & GOLDMAN,
2004).

Na mielinizacdo ocorre uma relacdo entre o didmetro do axonio e a espessura € o
comprimento do internodo de mielina: o comprimento e a espessura aumentam quando
aumento o didmetro do axonio. Na remielinizacdo esta relagdo ndo ¢ mantida e o internodo
diminui suas dimensdes com relagdo ao didmetro do axonio. Uma explicacdo para a diferenga
do tamanho da bainha de mielina em relagdo ao axénio ¢ a de que durante a mielinizagao os
oligodendrocitos se associam com axOnios que estdo em uma fase de crescimento, € na
remielinizagdo as células remielinizadoras se associam com ax6nios maduros com um
diametro estabelecido. Portanto, durante a mielinizagdo o oligodendrocito responde ao
aumento do axénio com um aumento da sintese de mielina aumentando assim a espessura € o
comprimento do internodo, mantendo dessa maneira uma intima associagdo com a area
axolemal. No caso da remielinizagdo o oligodendrécito se associa a um axonio estatico de
didmetro constante e produz uma bainha de mielina com dimensdes padrdes normais, sem se
importar com o didmetro do axonio desmielinizado. Essas explicagdes se tornam mais
complexas se considerarmos que o axonio sofre mudancas de tamanho na desmielinizacao e
remielinizagdo, e que todo esse processo € regulado por fatores intrinsecos e induzido pela glia
(FRANKLIN & GOLDMAN, 2004).

A identificacao de areas de remielinizagdo pode ser mais facil em algumas regides da
substancia branca do que em outras. A identificagdo ¢ mais facil em locais onde a
remielinizagdo apds a desmielinizagdo ocorre em axd6nios de maior didmetro como nos
pedunculos cerebelares e varias regides da medula espinhal, e é mais dificil no corpo caloso,
onde as fibras t€ém um diametro menor (BECKER & GREEN, 2002).

A fonte de novos oligodendrécitos na remielinizagcdo € objeto de discussdo, mas um
consenso ¢ de que a maioria provém de OPCs. As células progenitoras estdo localizadas na
zona subventricular de onde sdo recrutadas quando a desmielinizag@o ocorre em area proxima.
Um passo importante da remielinizacdo ¢ o povoamento da area de desmielinizagdo com
células progenitoras suficientes, isso pode ser conseguido com células j& presentes na area
desmielinizada ou pelo recrutamento dessas células de regides intactas de substancia branca ao
redor da desmielinizagdo. Esse passo envolve proliferagdo e migragdo das OPCs. O sucesso da

remielinizacdo depende da correta exposi¢ao das OPCs a sinais ambientais apropriados que
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medeiam as fases de recrutamento e de diferenciacdo. As quimiocinas e as citocinas podem
estar envolvidas na etapa de proliferacdo, bem como moléculas da matriz extracelular que
podem afetar as fases de proliferacdo e migracdo. Um padrdo de expressdo de PDGF e FGF
foi descrito durante a remielinizagdo em modelos experimentais. Ambos possuem efeitos
mitogénicos e pro-migratérios e estdo envolvidos na fase de recrutamento (BECKER &

GREEN, 2002).

1.5 Modelo do Brometo de Etidio (BE)

O Brometo de Etidio é um corante purpura fluorescente, que atua por intercalagdao nos
acidos nucléicos (GRACA, 1989a; FERNANDES et al., 1997; BECKER & GREEN, 2002) ¢
¢ usado como agente tripanocida (GRACA, 1989a). O Brometo de Etidio atua impedindo a
replicagdo do DNA e rompendo o RNA, inibindo a sintese de proteina e a morte celular
(BECKER & GREEN, 2002).

No modelo experimental ele € gliotoéxico, atuando de maneira seletiva no SNC e SNP e
determinando desmielinizacdo primaria, dose dependente, com preservagdo das estruturas
vasculares (GRACA, 1989a; FERNANDES et al, 1997). Ele atua matando os
oligodendrocitos, bem como os astrocitos e os precursores de oligodendrécitos (BECKER &
GREEN, 2002).

Os axodnios desmielinizados pelo BE sdo posteriormente remielinizados por células de
Schwann quando se localizam sob a pia e no centro da lesdo - dreas que ndo contém astrocitos,
e por oligodendrodcitos na periferia das lesdes - areas que contém astrocitos. A atividade
celular caracteristica das lesdes ¢ mostrada na Figura 6.

Nas lesdes onde ocorre desmielinizagdo lenta, as células de Schwann nao encontram
matriz estavel para remielinizar os axonios desmielinizados. Estas células migram entre os
axonios e usam umas as outras para se locomoverem, para isso fabricam fibras colagenas de
pequeno didmetro, que sdo observadas entre as duas células de Schwann contiguas. Isso
confirma a necessidade do coldgeno como terceiro fator para que ocorra a mielinizagdo pela
célula de Schwann (GRACA, 1989b).

A remieliniza¢do eficiente ndo ocorre nas doencas desmielinizantes cronicas em
humanos e animais, porém ¢ freqiiente nos modelos experimentais, principalmente de
desmielinizagdo toxica (GRACA, 1989b; BECKER & GREEN, 2002).

A interagdo das células de Schwann com os axoOnios pode ocorrer de diversas
maneiras, de acordo com a localizagdo destes dentro da les@o e com a auséncia ou presenca de

componentes da matriz no espago extracelular. Em locais onde existem fibras coldgenas e
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substancia floculada extracelular a remielinizagdo ¢ mais répida, geralmente isso ocorre
proximo das superficies piais e dos vasos do centro da lesdo (GRACA, 1989b).

As células de Schwann podem se associar com os axonios de duas maneiras, com um
axonio de grande didmetro ou com varios axonios de tamanhos variados. Quando ocorre com
varios axonios, ocorre a divisdo dessas células e cada célula filha se relaciona com um axo6nio
e o remieliniza. Em é4reas nas quais se formam membranas derivadas de mielina, a intera¢dao
entre as células de Schwann e o axdnio pode ser incompleta e assim a membrana basal ndo se

forma totalmente ao redor da célula (GRACA, 1989Db).
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Figura 6 - Graficos demonstrando as alteragdes fisio-patologicas que ocorrem no SNC e SNP durante o os
processo de desmielinizacdo e remielinizacio no modelo de brometo de etidio em ratos Wistar. Legenda:
BE: acdo do BE. M-OL: morte de oligodendrdécitos. M-AS: morte de astrécitos. RM-OL: remieliniza¢ao
pelos oligodendrécitos. RM-CS: remielinizacdo pelas células de Schwann. AS-RA: reacdo astrocitaria.
Macrofagos: presenca desse tipo celular na lesdo. Mastocitos: presenca desse tipo celular na lesao.

Nesse modelo experimental podem ocorrer variagao na velocidade de degradagdo da
mielina e diferencas na velocidade de remieliniza¢do pelas células de Schwann dos axonios
desmielinizados. Nas lesdes rapidas, onde os macréfagos desnudam os axonios, as células de
Schwann a partir das areas subpiais e espagos perivasculares mielinizam rapidamente. Nas

lesdes lentas, onde ha acimulo de membranas derivadas de mielina e espagos extracelulares
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vazios, a associagdo das CS com os axonios ocorre de maneira incompleta, e a remielinizagao

s6 ocorre quando os restos de mielina sao removidos por fagocitos (GRACA, 1989b)

1.6 Juncgdes Oclusivas

As jungdes oclusivas estdo localizadas na regido mais apical das membranas laterais
das células epiteliais e sua principal funcdo ¢ formar uma barreira fisica primdria para a
difusdo de solutos através da via paracelular (GOW, 2004). Em cortes finos de microscopia
eletronica as juncdes oclusivas aparecem como locais de fusdo aparente onde estdo envolvidos
os folhetos externos da membrana plasmatica de células adjacentes (MORITA et al., 1999);
essas placas estdo freqiientemente associadas ao citoesqueleto (GOW, 2004). Evidéncias até
agora sugerem que o dominio das proteinas da zona ocludente, ZO-1, ZO-2 e ZO-3, podem
constituir o principal componente do citoesqueleto devido a sua abundancia e o desenho
modular que o acomoda; desta maneira, interagdes com as proteinas da membrana integral das
juncdes ocludentes, bem como os membros da familia ocludina e claudina, que sao ligadas aos
filamentos de actina e miosina (GOW, 2004).

Uma série de proteinas estd presente ou associada especificamente com as jungdes
ocludentes, formando desta maneira uma rede molecular esticada a partir das abas das jungdes

ocludentes até o citoesqueleto (CEREIJIDO et al., 2002).

1.6.1 Claudina

O primeiro componente transmembrana identificado foi a claudina, que, como um
constituinte das jun¢des, na maioria dos tipos celulares, ¢ fosforilado sob condigdes que
regulam a constru¢dao das jungdes oclusivas (GOW, 2004). A proteina claudina 1, que tem
homologia limitada com a ocludina, ¢ também responsavel por reunir fibrilas
intramembranosas em fibroblastos transfectados, indicando sua participagdo nas jungdes
oclusivas (GOW, 2004). Dados subseqiientes relataram a homologia da familia das claudinas
com a sua distribuicdo em varios tipos de tecidos e anticorpos contra essas proteinas
demonstraram a localizagdo das mesmas nas jungdes oclusivas in vivo e in vitro (GOW,
2004).

O tamanho da familia claudina estd estabelecido em 20 genes em camundongos e
humanos onde a localizagdo cromossdmica da maioria desses genes esta estabelecida em uma
ou ambas dessas espécies (GOW, 2004).

A claudina 11 foi inicialmente isolada como uma proteina especifica do

oligodendrocito (OSP) em uma exposi¢ao diferencial na parte dorsal da medula espinhal em
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relagdo a parte ventral do camundongo, tendo sido designada para identificar os genes
envolvidos na mielinogénese. A claudina 11 ¢ levada até os processos dos oligodendrocitos
logo apos eles entrarem em contato com o axdnio e persistem nas bainhas de mielina maduras
como uma proteina relativamente abundante compreendendo aproximadamente 7% da
proteina total em roedores. Entretanto, a expressao da claudina 11 ndo ¢ limitada ao sistema
nervoso central e esta ¢ expressa amplamente durante o desenvolvimento bem como em
muitos tecidos adultos (GOW, 2004). No periodo pos-natal a claudina 11 € expressa no
testiculo, leptomeninges, plexo corodide, substancia branca do SNC e ouvido interno (GOW,
2004). Em alguns tecidos, como as células de Sertoli no testiculo e nas bainhas de mielina no
SNC sao claramente visiveis e podem estar entremeadas com as jun¢des comunicantes (GOW,
2004).

A claudina 11 esta presente também nas células do plexo cordide, juntamente com a
claudina 1 e 2 e esta localizada nas jungdes oclusivas (WOLBURG et al., 2001). No encéfalo
as jungdes oclusivas sao bem desenvolvidas nas células endoteliais. Estas células sdo positivas
para a marcacdo com anticorpo anti-claudina 11 (MORITA et al., 1999). Esses dois tipos de
células fazem parte de duas barreiras importantes para o SNC a barreira hemato-fluido cérebro
espinhal no plexo coroide e a barreira hemato-encefalica nas células endoteliais (WOLBURG
etal., 2001).

A distribuicdo da claudina 11 na bainha de mielina difere da maioria das proteinas
estruturais que foram caracterizadas nesta membrana. Nas fibras mielinizadas de tamanho
pequeno a claudina 11 ¢ usualmente localizada em canais estreitos continuos preenchidos com
citoplasma que desenham como espirais frouxas de uma extremidade a outra ao longo da
bainha de mielina. Outras proteinas estruturais como PLP1 e MBP sdo invariavelmente
distribuidas através da bainha de mielina. Em bainhas de mielina de didametro maior, a
claudina 11 exibe uma distribui¢do muito mais complexa. Em primatas, por exemplo, a
marcacdo em imunofluorescéncia nessas fibras mostra canais em espiral em cada regido
paranodal da bainha de mielina. Um canal frouxo em espiral atravessa a bainha entre os dois
paranodos; essa conformagdo ¢ remanescente da distribuicdo nos roedores, além desse canal
frouxo, espirais curtas apertadas emanam desses canais em intervalos regulares e refletem a
presenca de citoplasma que cursam através da mielina compacta, as chamadas incisuras de
Schmidt-Lantermann (GOW, 2004).

A formagdo de juncdes ocludentes ¢ normalmente associada com um estado de
quiescéncia onde ndo hé proliferagdo e nem migragdo. Contrariamente, a ativacio da integrina

associada a proteinas da superfamilia transmembrana 4, estd associada ao crescimento celular
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e a migracao, sugerindo que a interagao desse complexo juntamente com o OSP/Claudina 11

pode estar envolvida com o dinamismo das células (TIWARI-WOODRUFF et al., 2001).

1.7 As conexinas e a comunica¢io no sistema nervoso

1.7.1 Integracdo Neuroglial

Por muito tempo acreditou-se que as conexdes neuronais sindpticas, sozinhas,
garantiam a precisdo do processamento das informagdes. Porém, nos ultimos anos, vém
crescendo as pesquisas que apontam para a interacdo entre os neuronios e as células gliais
como promotora do funcionamento correto do sistema nervoso (EDENFELD et al., 2005).

O numero de células gliais ¢ definido por neurdnios que sinalizam a regulagdo da
apoptose. De cada seis células gliais progenitoras, apenas trés ou quatro sobrevivem até o final
da embriogénese (JACOBS, 2000). As células gliais s3o especializadas e algumas delas tém
que migrar para chegar aos seus destinos finais durante o desenvolvimento do sistema
nervoso. A motilidade celular ¢ uma marca das células gliais e suas extensas habilidades
migratorias, combinadas com divisdo celular incontrolada, podem ser letais, como observado
nos gliomas (SOROCEANU et al., 2001; EDENFELD et al., 2005). A funcao primordial das
células gliais ¢ modular e conter o crescimento neuronal, além de dar forma ao circuito
nervoso em desenvolvimento. Axonios e dendritos em crescimento ndo sdo aptos para navegar
livremente em todo e qualquer territorio, portanto devem ser instruidos a mudar de direcao a
medida que crescem. Esta seria a fungdo realizada por “células gliais guia”, como as Células
Limitrofes Segmentares descritas no sistema nervoso embrionario do gafanhoto. Outro tipo
celular conhecido ¢ com func¢do semelhante ao descrito no sistema nervoso embrionario de
gafanhoto ¢ a “glia limitante externa”, localizada na zona de transi¢do entre o sistema nervoso
central e periférico, a qual define o trajeto que deve ser seguido pelos axdnios motores e
sensoriais (SEPP et al., 2001) (Figura 7).

Uma via direta para construir os circuitos neuronais funcionais ¢ baseada na habilidade
das células gliais em modificar localmente a eficicia das conexdes sinapticas. O clearance do
neurotransmissor L-glutamato, mediado por transportadores de glutamato expressos por glia
especifica, € necessario para prevenir o estresse oxidativo e a degeneragao do neurdpilo (SEPP
etal., 2001; RIVAL et al., 2004).

O exemplo mais evidente da interagdo neuroglial pode ser visto na poda de axonios da
arvore sindptica, um processo estudado em artrépodes, no qual as projegdes exuberantes dos

neurdnios sao removidas das regides alvo. Outro exemplo sdo as células perineurais da bainha
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glial, que cobrem os processos neuronais para prevenir o contato deles com a hemolinfa como

observado na droséfila e no gafanhoto (EDENFELD et al., 2005).

).

SNC

Figura 7 - Representacio das bainhas de mielina no Sistema Nervos
oligodendrdcitos realizam a mielinizacdo e no Sistema Nervoso Periférico (SNP), onde as células de
Schwann (CS) fazem a mielina. A membrana glial limitante externa (GL), formada por prolongamentos
astrociticos (AS), que separa o SNC do SNP. No detalhe do internodo do SNC mostrando as conexinas
(Cx:=) entre o axonio (Ax) e o astrécito perinodal (AP). No detalhe do SNP uma bainha de mielina que
possui incisuras de Schmidt-Lantermann (ISL), onde estio presentes conexinas (Cx:=) na membrana
celular interrompendo os espacos extracelulares (EC) e a mielina compacta (MC) (detalhe menor). Possui
também microvilos (Mv) e uma lamina basal (LB) como revestimento. O limite entre os dois sistemas é o
astrocito perinodal (AP), que também possui jungdes comunicantes (Cx:=) com o axonio. (Adaptado de:
(GRACA, 1986))

Os contatos das células gliais sdo caracterizados por arranjos regulares de septos
eletrodensos chamados de Juncdes de Septos Pregueados, os quais giram o espago
intermembranoso. Algumas proteinas ja foram identificadas como sendo expressas com essas
jungodes, sendo necessarias para a integridade do selo transepitelial. Para algumas dessas
proteinas, ja esta determinada a expressao pelas células gliais. Dados moleculares indicam que
as jungoes paranodais dos mamiferos, que asseguram condutividade elétrica nos nodos de
Ranvier, sdo estruturas homologas as observadas nas jung¢des presentes no sistema nervoso dos

insetos (EDENFELD et al., 2005).

1.8 Conexinas
As jungdes comunicantes (jungdes gap) sdo sitios na membrana celular com canais

intercelulares compostos por doze subunidades (proteinas conexinas). Cada célula

“conectada” contribui com um conexon ou hemicanal, constituido por seis subunidades de
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conexina (ROZENTAL et al., 2000b). Este tipo de ligagao representa uma maneira eficiente
de comunicac¢do intercelular em muitos tecidos, incluindo o tecido nervoso (DERMIETZEL &
SPRAY, 1993), e funciona como passagem para trocas de ions, mensageiros secundarios e
metabolitos entre as células (DERMIETZEL & SPRAY, 1993). As jungdes comunicantes sao
permeaveis a moléculas de até 1 KDa (DERMIETZEL & SPRAY, 1993; ROZENTAL et al.,
2000b; CONTRERAS et al., 2004; KIELIAN & ESEN, 2004; SOHL et al., 2005) e estao
presentes em todos os tipos celulares, com excecdo dos eritrocitos circulantes,
espermatozdides e células de musculo esquelético maduras e inervadas (ROZENTAL et al.,
2000b). A expressdo de conexinas e a comunicag¢do intercelular através das juncdes
comunicantes sdo importantes para regular fungdes como motilidade celular, proliferacao e
sobrevivéncia (SOROCEANU et al., 2001; LI et al., 2005).

Ja foram identificadas 20 conexinas em roedores ¢ 21 em humanos (SOHL et al.,
2004). Em camundongos, as conexinas estdo divididas em trés grupos: o grupo I (B) inclui as
conexinas mCx26, mCx30, mCx30.2, mCx30.3, mCx31 e mCx31.1 e mCx32; o grupo II (o)
inclui as conexinas mCx33, mCx37, mCx40, mCx43, mCx46, mCx50 e mCx57. No grupo III
(y) estdo as conexinas mCx36 (ROZENTAL et al., 2000b) e mCx45 (WILLECKE et al.,
2002). As conexinas mCx29, mCx39 e mCx47 ndo estdo incluidas em nenhum grupo
atualmente. Em humanos, o grupo I (B) inclui as conexinas hCx26, hCx30, hCx30.3, hCx31,
hCx31.1, hCx31.9 e hCx32. No grupo 2 (a), estdo as conexinas hCx43, hCx46, hCx50,
hCx62. Para as conexinas hCx25, hCx30.2, hCx36, hCx40.1, hCx58, hCx47, hCx40 e hCx37
os grupos ainda nao estdo definidos (WILLECKE et al., 2002).

Os membros da familia das conexinas sdo altamente homdlogos e apresentam cerca de
50% de seqiiéncias idénticas de aminodcidos; por outro lado, mostram um padrdo
diversificado de distribuicao tecidual. Estruturalmente, cada conexina atravessa a membrana 4
vezes € tem as porcdes carboxi € amino terminal na face citoplasmatica do canal. As duas
alcas extracelulares sdo altamente conservadas e possuem 3 cisteinas em cada alga,
posicionadas de forma idéntica nas 12 conexinas (Figura 8).

As conexinas sdo expressas em um padrdo sobreposto de distribuicdo tecidual, de
modo que mais de um tipo de conexina pode ser expresso por uma unica célula. Cada célula
contribui com um hemicanal ou conexon que tem afinidades seletivas por um outro, podendo
formar jungdes homotipicas, heterotipicas ou heteroméricas. As jungdes do tipo homotipicas
sdo formadas por 12 subunidades idénticas de conexinas. Nos canais heterotipicos-

homoméricos, todas as conexinas de um conexon sdo idénticas, mas diferentes das conexinas
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do conexon da outra célula. Nos canais heteroméricos ha mais de um tipo de conexina em
cada conexon (ROZENTAL et al, 2000b). A complexidade que ocorre nos canais
heteroméricos e heterotipicos ¢ limitada pelas diferentes afinidades das conexinas por outras
de mesmo tipo ou de tipos diferentes. Algumas conexinas s6 formam canais funcionais se
conectadas com tipos especificos de conexinas. A Cx40 ¢ um exemplo de conexina muito
especifica que so € pareada com ela propria; ja a Cx43 pode se conectar com outros tipos de
conexinas. Outro exemplo interessante ¢ o das Cx31,1 e Cx33 que, curiosamente, ndo formam
canais funcionais entre si € nem com outras conexinas. A Cx33 pode bloquear oligomeros de

outras conexinas, agindo assim como uma anticonexina ou uma conexina negativa dominante

(DERMIETZEL & SPRAY, 1998).
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Figura 8 - Esquema demonstrando uma juncido comunicante entre duas células: os canais unem dois
espacos intracelulares (IC) através de duas membranas (MC) No detalhe 1: Conexon transpondo a MC de
uma célula, formando um poro com 6 conexinas,No detalhe 2 uma conexina formada por 4 dominios

transmemtrana(DTM), duas alcas extra citoplasmaticas (AEC), uma al¢ca citoplasmatica (AC), um
dominio amino terminal (DAT) e um dominio carboxi terminal (DCT).

1.9 Conexinas no Sistema Nervoso
As jungdes comunicantes ocorrem na maioria dos tecidos, porém estas estruturas sao

particularmente importantes no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico
(SNP), locais onde a estrutura tecidual ¢ mais complexa e mais interconectada do que em

outros tecidos. No sistema nervoso de mamiferos onze conexinas ja foram caracterizadas em
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jungdes comunicantes (Cx26, Cx29, Cx30, Cx31, Cx32, Cx36, Cx37, Cx43, Cx45, Cx47 e
Cx57) em neurdnios, células da glia e meninges (NAGY et al., 2004) (Tabela 1).

As principais fung¢des das conexinas no sistema nervoso dos vertebrados envolvem a
sincronizagdo de subpopulagdes especificas de neurdnios e a manutengdo da comunicagao
interglial (DERMIETZEL, 1998).

Como as jungdes comunicantes formadas por diversos tipos de conexons possuem
diferentes propriedades funcionais (p.e. permeabilidade, sensibilidade a voltagem e unidade de
condutividade), sua expressdo em tipos celulares especificos ¢ mudangas em sua expressao
durante o desenvolvimento provavelmente sdo vitais para as fungdes fisioldgicas do encéfalo
(ROZENTAL et al., 2000Db).

A glia representa a maior populacdo celular conectada por jungdes comunicantes no
SNC. A quantidade de jungdes comunicantes das células gliais, se comparado com a dos
neurdnios, ¢ maior ¢ persiste até o estdgio adulto. Para astrocitos e oligodendrécitos
(macroglia), dezenas de conexinas foram demonstradas (ROZENTAL et al., 2000b).

As jungdes comunicantes, conforme os tipos de células conectadas podem ser:
homologas, com juncdo entre células do mesmo tipo, como astrdcito-astrocito; heterdlogas,
como em ligagdes entre astrocito-oligodendrodcito; ou até autdlogas (ou homocelulares), no
caso de conexdes entre estruturas de uma mesma célula (astrocito-astrocito, lamelas de
mielina) (NAGY & RASH, 2000).

A conexina 43 ¢ a proteina de jun¢des comunicantes presente em maior quantidade nos
mamiferos e é encontrada em quase todos os tecidos (WILLECKE et al., 2002). E a principal
conexina formadora das jungdes comunicantes em astrécitos (ROZENTAL et al., 2000b),
sendo encontrada nas células neuroectodérmicas j4 no inicio do desenvolvimento
(ROZENTAL et al., 2000a).

A detec¢do de mudangas na expressdo de conexinas durante o desenvolvimento do
tecido nervoso ¢ um achado intrigante. A predominancia inicial ¢ das conexinas 43 e 26 nas
células do tecido nervoso embrionario, posteriormente ficando a conexina 26 confinada a uma
pequena populacdo de células, células da leptomeninge, células ependimarias e pinealdcitos,
no encéfalo adulto (DERMIETZEL & SPRAY, 1993; ROZENTAL et al., 2000b). O aumento
da expressdao da conexina 43 ocorre simultaneamente a reducdo da conexina 26. O
desaparecimento da imunoreatividade da Cx26 do encéfalo em desenvolvimento e a expressao
da Cx32 coincidem com um evento critico no desenvolvimento encefalico, i €, a conversao

para a forma adulta da Molécula de Adesdo da Célula Neuronal (N-CAM), dando um arranjo
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apropriado para as células do tecido nervoso e estabilizando as conexdes neuronais
(DERMIETZEL et al., 1989).

Achados recentes indicam que, além da importdncia quantitativa na comunicacao
durante os processos de desenvolvimento e diferenciagdo, a composi¢do qualitativa das
proteinas que formam a jun¢ao comunicante € de relevancia representativa nos diferentes tipos
celulares (DERMIETZEL et al., 1989). Quando a ligagdo por jun¢des comunicantes ocorre
entre diferentes tipos celulares, cada célula contribui com um hemicanal composto de
conexinas especificas para o seu tipo celular. Esses canais sdo apropriados para o transporte de
moléculas necessarias a perfeita comunicagao dessas células interconectadas. Na formagao de
juncdes comunicantes com diferentes tipos de conexinas, ocorre a possibilidade de diferentes
fatores reguladores atuarem em cada um dos lados do canal (DERMIETZEL & SPRAY,
1993).

A maioria das jungdes comunicantes dos oligodendrdcitos, cerca de 97%, ¢ realizada
com astrocitos. Portanto, as jun¢des comunicantes que os oligodendrocitos formam com os
astrocitos intermedeiam a comunicacdo entre sucessivos oligodendrécitos e, desta forma,
permitem que oligodendrocitos distantes participem da comunicagdo intercelular, formando
um sincicio panglial abrangente (RASH et al., 2001).

Estima-se que mais de 80% das ligacdes oligodendrécito-astrocito (O/A) contenham
Cx30 e Cx 43 em sua porg¢do astrocitica, e que mais de 70% das ligacdes O/A contenham
Cx26 e Cx43, sugerindo que a porc¢do astrocitica, de pelo menos 56%, das ligagdes O/A
apresentem todas as trés conexinas astrociticas (NAGY et al., 2004). Portanto, astrdcitos
formam duas classes de jungdes comunicantes, uma contendo Cx43 e Cx30 e outra Cx26,
sendo que ambas formam canais heterotipicos O/A e homotipicos A/A. Quando ocorrem
ligagdes heterotipicas, a conexina astrocitica 26 associa-se principalmente com a conexina
oligodendrocitica 32 e as conexinas astrociticas 43 e 30 com a conexina oligodendrocitica 47

(ALTEVOGT & PAUL, 2004).

1.9.1 Conexinas em astrocitos e microglia

Os astrocitos sdo responsaveis por formar barreiras estruturais nas superficies
vasculares, envolver os neuronios e separar regides de composigdes i0nicas diferentes ou
flutuantes, de forma a compartimentalizar fisiologicamente e metabolicamente varios grupos
de neuronios do SNC (NAGY & RASH, 2000). Metabolicamente, os astrocitos contribuem
para a homeostase extracelular dos ions K' através de um processo conhecido como

tamponamento espacial (NAGY & RASH, 2000). Isso envolve a redistribuicao célula a célula
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do excesso extracelular de K' através do citoplasma de uma vasta e interconectada rede de
astrocitos contiguos, através de jungdes comunicantes (NAGY et al., 1996a). Como o
tamponamento de ions K" ao redor de neurdnios foi atribuido aos astrocitos, as juncdes
comunicantes proporcionam uma via direta de comunicagdo nos compartimentos
perivasculares para a disponibilidade de K" (NEWMAN, 1986) e agua neste sistema (RASH
& YASUMURA, 1999).

No encéfalo maduro a conexina predominante ¢ a Cx43, expressa em astrocitos e
células endoteliais, epéndima (LI et al., 2005), leptomeninges (SOHL et al., 2004; LI et al.,
2005) e microglia (SOHL et al., 2004). A Cx43 esta envolvida com a regulagem da
proliferacao e migracao de diversos tipos celulares. O seu envolvimento com a -actina ¢ um
ponto chave e comprova a sua importancia na migragao celular (LI et al., 2005).

Os astrocitos expressam a Cx43 e sdo conectados in vivo e em cultura, sob algumas
condi¢des. Entretanto, a for¢a dessa ligagdo e o grau de expressdo da Cx43 entre astrocitos
variam dependendo da regido do encéfalo, sendo a for¢a mais intensa no hipotdlamo do que no
corpo estriado; essas diferencas podem também ocorrer de acordo com o tipo celular
astrocitico (DERMIETZEL & SPRAY, 1993; ROZENTAL et al., 2000D).

Os astrocitos também expressam outros tipos de conexinas em menor grau, como Cx26
e Cx30, relacionados a expressao de Cx43. A Cx26 ¢ encontrada em pouca quantidade no
encéfalo adulto, no qual ela estd confinada as leptomeninges, epéndima, pinealdcitos
(DERMIETZEL & SPRAY, 1993; ROZENTAL et al., 2000b) ¢ neuronios (ROZENTAL et
al., 2000b) (Tabela 1). A expressdo de Cx43 por células ependimarias e pela microglia
aumenta a quantidade dessa proteina no SNC. A Cx30 foi encontrada em células ependimarias
e leptomeningeais proximas a vasos. As células leptomeningeais expressam, além da Cx30, a
Cx43 e a Cx26. A microglia comunica-se entre si através de jungdes comunicantes que contém
a Cx43. Essas jungdes servem para elaborar a resposta inflamatéria no encéfalo e sao
estimuladas por citocinas inflamatorias (SOHL et al., 2004). No encéfalo do rato normal, 5%
da micréglia expressa Cx43; em casos de lesdo, este nimero aumenta para aproximadamente
60% das células microgliais (EUGENIN et al., 2001; KIELIAN & ESEN, 2004). A Cx36
também foi detectada em células ameboides e ramificadas da microglia (SOHL et al., 2004;
DOBRENIS et al., 2005) (Tabela 1). Essa conexina pode estar envolvida na comunicagao
entre a microglia e o neurdnio, sendo essa comunicagdo altamente relevante para a
neuropatologia. Uma terceira conexina, a Cx45, foi detectada em células da micréglia de

camundongos (DOBRENIS et al., 2005).
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A expressao da Cx43 em astrdcitos € afetada em doengas como a isquemia cerebral e
na doenca de Alzheimer, duas condicdes que exibem um grande nUmero de
macrofagos/microglia. Portanto, a micrdglia ativada inibe a comunicacdo via jungdes
comunicantes e a expressdo de Cx43 em astrécitos, sugerindo ser capaz de modular a
comunicacdo intercelular glial no SNC (KIELIAN & ESEN, 2004). Na micréglia ativa, a
comunicagdo via juncdes comunicantes serve para transmitir sinais neuroinflamatorios,
maximizando o ataque a um agente bacteriano, de outra forma, esta comunicacdo pode
propagar fatores citotoxicos pro-inflamatorios, diminuindo assim a viabilidade celular (GARG
et al., 2005).

Inicialmente, estudos descreveram a presenca da Cx26 somente no encéfalo em
desenvolvimento, enquanto outros relatos descreveram sua expressdo no encéfalo maduro
(MIRAGALL et al,, 1992; ORSINO et al.,, 1996), isto devido ao avango da biologia
molecular, principalmente no que concerne as conexinas nas ultimas décadas. Durante a
ontogenia do encéfalo, as conexinas sdo expressas de maneira peculiar (ROZENTAL et al.,
2000b): as conexinas 26 e 43 sdo altamente expressas nos primeiros estdgios do
desenvolvimento. Contudo, a expressdo da conexina 26 decai durante o processo,
acompanhada de um aumento da expressdo da conexina 32, que anteriormente era expressa
em quantidades muito baixas (DERMIETZEL et al., 1989).

Estudos morfologicos mostram que astrocitos possuem jungdes autdlogas, também
chamadas de ligagdes reflexivas, que ocorrem entre processos de membrana de uma mesma
célula, servindo para um possivel monitoramento sinaptico. Porém, é necessario estudo mais
profundo para definir o papel que esse tipo de comunicagdo exerce (ROZENTAL et al.,
2000b). Esse tipo de ligacdo reflexiva via conexina ocorre também em células de Schwann
(SPRAY & DERMIETZEL, 1995) e oligodendrocitos (WOLFF et al., 1998; NAGY & RASH,
2000).

A sinalizagdo intercelular de ions Ca2+ entre neuronios ¢ astrocitos, em cultura mista,
foi descrita como sendo unidirecional, dos astrocitos para os neurdnios. Por outro lado, a
propagagdo de ondas de Ca2+ dos astrocitos para os neurdnios tém sido proposta como
dependente da liberacdo de glutamato dos astrocitos, que requer calcio e subseqiiente ativagao
dos receptores glutamatérgicos neuronais; todo esse processo de troca de ions ocorre via
jungdes comunicantes (ROZENTAL et al., 2000b) (Figura 9).

A participagdo das jungdes comunicantes astrociticas na neuro-protecdo tem sido
investigada pela comparagdo da vulnerabilidade neuronal na presenca ou auséncia de

comunicac¢do juncional entre os astrocitos (ROZENTAL et al., 2000b). Em meios onde os
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astrocitos estdo desconectados, os neurdnios expostos a lesoes oxidativas t€ém um aumento das
taxas de peroxidos intracelulares e morte celular. Neste mesmo estado de estresse oxidativo,
com astrocitos desconectados ocorre um brusco aumento de Ca2+, o que indica a participagao
das jun¢des comunicantes astrociticas na homeostase do ion (ROZENTAL et al., 2000b). Os
niveis de Cx43 estdo elevados tanto em astrdcitos reativos como em locais ao redor de
injegdes de acido cainico. Entretanto, ¢ obscuro o estado de conexdo dessas células nos varios
estagios da progressdo, de normal a reativa. A Cx43 esta aumentada apos lesdo encefélica
provocada por isquemia de grau médio a moderado no corpo estriado, porém esta reduzida em
regides com poucos neurdnios (NAGY & RASH, 2000). Multiplos processos reguladores da
Cx43, incluindo desfosforilagdo, dispersdo na membrana e internaliza¢dao, continuam ativos

em areas de lesdo neuronal conforme o grau do dano causado (NAGY & RASH, 2000).

ASTROCITO NEURONIO
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Figura 9 - Esquema representando o transporte de ions, entre os astrocitos e os neurdnios. Os ions sio
transportados através de jungdes comunicantes. Os ions cdlcio atuam sobre os receptores para liberar
glutamato no interior dos neurdnios.

Foi sugerido que jungdes comunicantes astrociticas devem ser remodeladas apos
injuria, de modo a redirecionar o fluxo de ions e metabolitos em beneficio do tecido

sobrevivente (NAGY & RASH, 2000). Este fendmeno atribui uma fun¢do neuroprotetora ao
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astrocito, estabelecendo desta maneira uma relagdo entre o status dos canais das juncdes
comunicantes dos astrocitos e a vulnerabilidade neuronal a lesdes oxidativas (BLANC et al.,
1998). Por outro lado, foi descrito que a difusdo e amplificagdo dos sinais de morte celular
ocorrem através das jungdes comunicantes astrociticas e podem configurar uma propagagao

secundaria de lesdo encefalica (ver seccao 2.9.3) (LIN et al., 1998).

1.9.2 Conexinas nos oligodendrdcitos e células de Schwann

Os oligodendrdcitos e seus similes periféricos, as Células de Schwann, expressam uma
proteina de jungdes comunicantes diferente, a Cx32, apesar de uma menor expressao in situ do
que a Cx43 exibida em astrocitos (DERMIETZEL & SPRAY, 1993; ROZENTAL et al.,
2000b). Nos oligodendrocitos do encéfalo e medula espinhal encontra-se a Cx32 (NAGY et
al., 2004), que estd localizada na membrana plasmatica nos nodos de Ranvier, na mielina
compacta das incisuras de Schmidt-Lanterman e na mielina internodal, formando juncdes
comunicantes autdlogas (reflexivas) entre as voltas paranodais e camadas de mielina
adjacentes em uma mesma célula (Figura 7), e permite “atalhos” de jun¢des comunicantes
entre estas estruturas, similares as que ocorrem na mielina do SNP (SPRAY &
DERMIETZEL, 1995; SCHERER et al., 1995; DERMIETZEL et al., 1997). Trabalhos
recentes envolvendo diferentes anticorpos para Cx32 reforgam a teoria da associagdo da Cx32
com as bainhas de mielina (NAGY et al., 2004), principalmente nas fibras de maior didmetro e
a presenca de Cx29 nas fibras de menor didmetro (SOHL et al., 2004).

Os oligodendroécitos apresentam ainda a Cx29 que € encontrada no corpo celular e nos
segmentos iniciais dos prolongamentos celulares. A Cx29 esta presente na fase de
desenvolvimento da arvore oligodendrocitica, porém em menor quantidade do que a Cx32
(NAGY et al., 2004). Outra conexina dos oligodendrécitos ¢ a conexina 47, expressa em
grande quantidade no encéfalo e medula espinhal do camundongo adulto (NAGY et al., 2004).
Experimento utilizando comundongos knock-out para Cx32 e Cx47 indicam que esses animais
tem problemas na mielinizagdo e exibem uma desmielinizagdo mais severa (NAKASE &
NAUS, 2004). As Cx32 e Cx 47 estdo localizadas também no corpo e no inicio dos processos
oligodendrociticos; esta localizagdo ¢ maior nos oligodendrocitos da substancia cinzenta do
que nos oligodendroécitos da substancia branca (ALTEVOGT & PAUL, 2004).

A formagdo das jungdes comunicantes na mielina do SNC tem como fun¢do conectar
os compartimentos citoplasmaticos ndo compactados da camada externa de mielina e
elementos astrociticos que abragam os compartimentos internodais da mielina (NAGY et al.,

2003) (Figura 7). A ocorréncia de jungdes comunicantes entre astrocitos e oligodendrocitos
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esta bem explicada e inclui participagao da Cx43 no lado astrocitico destas juncdes (NAGY et
al., 2003).

As incisuras Schmidt-Lanterman consistem de pequenas dilatagdes circunferénciais de
citoplasma das células de Schwann que invadem toda a extensdo da mielina nas regides
internodais. Considerando que as lamelas de mielina ao redor dos axonios formam barreiras
impermeaveis a difusdo de substancias, as incisuras de Schmidt-Lanterman fornecem uma rota
para suporte metabdlico e manutengdo das bainhas de mielina; nesses locais ha jun¢des
comunicantes reflexas entre as membranas citoplasmaticas internas e externas, que promovem
uma via, formada de sucessivos canais comunicantes, para difusao radial de ions e metabdlitos
(NAGY etal., 2003).

As jungdes homologas entre oligodendrocitos (O/O) sdo raras ou inexistentes. Em suas
ligagdes com astrdcitos, os oligodendrdcitos exibem as Cx32 e Cx47, e possivelmente a Cx29
em suas jungdes comunicantes (KAMASAWA et al., 2005). Porém, a maioria das jungdes
heter6logas O/A contém Cx47 (ALTEVOGT & PAUL, 2004; KAMASAWA et al., 2005). As
jungdes comunicantes autdlogas, presentes nas camadas de mielina, mais precisamente nas
incisuras de Schmidt-Lanterman e entre as voltas paranodais, contém, principalmente e talvez
exclusivamente, a Cx32 (KAMASAWA et al.,, 2005). A Cx47 participa nas jungdes
comunicantes entre as camadas externas da mielina e os astrocitos (LI et al., 2004;
KAMASAWA et al., 2005)(Figura 7). No SNP, a comunicagdo autéloga entre as membranas
de mielina que constituem a bainha envolve as conexinas Cx29 e Cx32, localizadas nas alcas

paranodais e incisuras de Schmidt-Lanterman da mielina periférica (NAGY et al., 2003).

1.9.3 Patofisiologia das conexinas

O papel das jungdes comunicantes tem sido bem elucidado e o tema estudado a fundo
quando avaliamos a interacdo célula-célula. Existem dois efeitos proporcionados pelas jungdes
comunicantes que podem promover a morte ou a vida de quaisquer células unidas por estas
jungdes (ANDRADE-ROZENTAL et al., 2000).

O bystander effect (espectador inocente), efeito que promove a morte de células
adjacentes a uma célula apoptotica, ocorre devido a passagem de metabdlitos toxicos através
das jun¢des comunicantes de células que permanecem apenas como espectadores de uma outra
célula alvo para morrer. Da mesma maneira, ha o good Samaritan effect (efeito do bom
samaritano), que proporciona a sobrevida de uma célula outrora programada para morrer
devido a drenagem de seus metabolitos toxicos através das jungdes comunicantes para células

ao seu redor, mantendo todas vivas naquele momento ¢ mantendo a homeostasia tecidual.
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Com isso, tem-se uma dualidade no efeito resultante da presenga das jungdes comunicantes,
ora atuando de maneira positiva, salvando, ou negativa, executando as células interconectadas
por elas (ANDRADE-ROZENTAL et al., 2000; FARAHANI et al., 2005).

De maneira mais abrangente, algumas condigdes patologicas estdo diretamente ligadas
as juncdes comunicantes ou a funcdo alterada das mesmas (ROZENTAL et al., 2000a).
Algumas doengas descritas em humanos estdo ligadas a mutagdes em conexinas (LI et al.,
2005). Mutagdes no gene da Cx32 causam uma neuropatia periférica conhecida como doenca
de Charcot-Marie-Tooth, ligada ao cromossomo X, e ¢ um exemplo amplamente investigado
na clinica. Os mecanismos pelos quais as mutagdes nas Cx32 na doenga de Charcot-Marie-
Tooth atuam na condutividade nervosa podem ser multiplos e incluem: trafico alterado de
proteinas para os locais das juncdes; permeabilidade alterada dos canais e, as vezes, formacao
alterada dos canais heterotipicos (DERMIETZEL & SPRAY, 1998). Mutacdes no gene da
Cx26 podem levar a forma mais comum de surdez hereditaria ndo-sindromica.

A estrutura da proteina Cx43 pode estar alterada em situacdes de focos epiléticos em
humanos, nos quais a expressao de mRNA da Cx43 pode ou ndo estar aumentada. Altos niveis
de Cx43 foram observados em placas amildides PA4-positivo na doenga de Alzheimer
(NAGY et al., 1996b; NAGY & RASH, 2000), o que indica a invasdo destas placas por
astrocitos reativos ou uma regulacdo aumentada de Cx43 nestas células, como visto nas
células PC12 com superexpressao de porgdes carboxi-terminal da proteina precursora do
amiloide (LYNN et al., 1995; NAGY et al., 1996a; NAGY & RASH, 2000). Entretanto, a
maior presenca de Cx43 nessas areas pode decorrer de macréfagos/micréglia ativados,
presentes nessa regido. A diminui¢do da proteina Cx43 em areas de infiltrado inflamatério
sugere que a presencga de fatores como IL-1f estdo envolvidos na diminui¢do da conectividade
astrocitica, como observado na encefalomielite experimental auto-imune. Esta mudanga na
expressdao de Cx43 pode modular os processos envolvidos na desmielinizacao inflamatoria,
como a que ocorre na esclerose multipla (BRAND-SCHIEBER et al., 2005). Em certas
condicdes, os astrocitos podem fazer com que a micrdglia ativa entre em repouso através de
citocinas antiinflamatorias, como TGF-f1 (SCHILLING et al., 2001; HINKEROHE et al.,
2005).

Areas do cortex cerebral, submetidos a hipoxia seguida de re-oxigenacdo, podem ou
ndo apresentar alteracdo nos niveis de proteina Cx43 quando detectadas por imunomarcagao, a
expressdo de mRNA, no entanto estd aumentada. Mudangas nas proteinas Cx32 e Cx36
também ocorrem, porém sem alteracdes de expressao no seu mRNA (ROZENTAL et al.,

2000a; OGURO et al., 2001).
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Um aumento brusco nos niveis extracelulares de glutamato pode levar a sérias
conseqiiéncias, uma delas € precipitar a morte celular na forma de uma excitacao toxica pela
superestimulagdo dos receptores ionotroficos do glutamato. Esta situagdo ocorre em doencas
degenerativas como a esclerose multipla e logo apods lesdes traumaticas da medula espinhal, e
pode ser evitada pelos astrocitos conectados por jungdes comunicantes funcionais (PITT et al.,
2000).

Infeccdes parasitdrias intracelulares como as causadas pelos protozodrios
Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii levam a uma diminuicdo da comunicacio
intercelular. Esta diminui¢do ocorre na auséncia de alteracdes na expressao ou na transcri¢ao
das conexinas. Observa-se a desorganizacdo das placas de jungdes comunicantes,
presumidamente devido a alteragdes na estruturacdo dos conexons (CAMPOS DE
CARVALHO et al., 1998). Qualquer que seja o mecanismo envolvido, alteracdes na Cx43
afetariam dramaticamente a fungdo astrocitica, perturbando o equilibrio de K" na glia e
interferindo com a propagacio de ondas de Ca' entre as células da glia e neurdnios
(ROZENTAL et al., 2000a). O Staphylococcus aureus também ¢é capaz de modular a
expressdo de conexinas e, dessa maneira, inibir a formagdo de jungdes comunicantes
funcionais, atuando de maneira direta nessa inibicdo (ESEN et al., 2007).

A expressao de receptores purinérgicos P2Y ¢ alterada em astrocitos da medula
espinhal de camundongos knock out para Cx43 (ROZENTAL et al., 2000a; SUADICANI et
al., 2003) devido a interacdo entre os receptores P2Y e a CX43 na transmissao intercelular de
Ca2+. Em astrécitos com expressdo diminuida de Cx43, ocorre um aumento dos receptores
P2Y, bem como uma troca dos receptores P2Y sensiveis a adenina por receptores P2Y
sensiveis a uridina (SUADICANI et al., 2003).

Alteragdes na expressao de conexinas sdo sabidamente responsaveis pelas anomalias
supracitadas; contudo, em alteragdes neoplasicas do SNC como glioma e glioblastoma, as
conexinas ndo estdo alteradas quanto ao seu tipo, embora a relagdo entre a expressao de
conexina e a malignidade do neoplasma sejam inversamente proporcionais (ROZENTAL et
al., 2000a; SOROCEANU et al., 2001). Baixa expressdo de Cx43 também foi encontrada em
astrocitomas (IACOBAS et al., 2004).

A Cx 43 tem um papel importante na supressao do crescimento tumoral, independente
da formagdo de jungdes comunicantes, através da redugdo da proliferacdo celular, sem
intensificar o acoplamento via jungdes comunicantes (NAKASE & NAUS, 2004).

A expressdao da Cx43 foi recentemente ligada a morte celular programada, através da

expressao alterada da proteina anti-apoptotica bel-2, por meio da abertura de hemicanais nao
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juncionais ou por outros mecanismos (IACOBAS et al., 2004). Por outro lado, a protecao
contra injurias, nas células gliais em cultura, pode ocorrer por meio da expressdao de Cx43; o
efeito protetor ndo ¢ eliminado quando as células sdo separadas para limitar a formacdo de
jungdes comunicantes ou por bloqueadores de canais de conexinas (STOUT et al., 2004). Esse
efeito protetor também foi comprovado in vivo (LEE et al., 2005). Estudos relacionaram o
aumento da resisténcia a injirias mediado por conexina com a reorganizagao citoesquelética e
a rapida normalizacdo de niveis citotoxicos de célcio das células (STOUT et al., 2004).

A identificagdo de proteinas com fungdes celulares especificas ¢ prioritaria para a
compreensdo do funcionamento correto da célula e ¢ um grande avango para o entendimento
da etiologia de doencas neurologicas. A avaliacdo de mutagdes em sitios especificos sera de
suma utilidade para auxiliar o entendimento dos processos degenerativos e regenerativos do
SNC, e constitui a base para a identificacdo e modulagdo dos processos que prejudicam o

retorno do funcionamento dos circuitos apos injurias de varias etiologias.
1.9.4 Conclusao

A complexidade do sistema nervoso central em suas caracteristicas morfofuncionais
ndo se restringe a sua fisiologia ou mesmo ontogenia, se repete em diversas doengas,
notadamente as degenerativas, muitas das quais ainda apresentam etiologia indefinida. Os
obstaculos que impedem a regeneracdo do tecido nervoso tém a mesma origem dos que
dificultam a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos.

A agdo das jungdes comunicantes na etiopatogénese e prevengdo de doencas
degenerativas do sistema nervoso, como a esclerose multipla, ¢ um dos principais focos de
estudo envolvendo as jun¢des comunicantes.

A deteccdo de alteracdes nos conexons € nos mecanismos envolvidos no
funcionamento das jungdes comunicantes fornece pontos importantes para concentrar
pesquisas envolvendo a determinag¢do da etiologia assim como na instituigdo de possiveis
terapias. Uma maneira de se estudar esse aspecto ¢ através da utilizagdo de modelos de
desmielinizagdo em animais geneticamente modificados para proteinas de juncdes

comunicantes presentes no SNC (RAMOS & GRACA, 2006) para o melhor entendimento da

regeneragao nervosa nas doencas degenerativas.
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MATERIAL E METODOS

1.10 Experimento

O grupo experimental contou com 50 camundongos machos da linhagem C57BL/6 e
70 machos F1 (C57Bl/6 x ADCx32), com idade de 8 semanas ao inicio do experimento, 0s
quais apresentam delecdo do gene da conexina 32 no cromossomo X (genotipo Cx32Y ).

Para o grupo de animais normais foram usados 50 camundongos C57BL/6 adquiridos
do biotério da Fundacdo Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude (FEPPS/POA/RS). Os
animais foram divididos em grupos segundo a Tabela 2.

Para o grupo de animais KO foram utilizados 70 camundongos machos F1 (genotipo
Cx32"") provenientes do biotério do Departamento de Patologia e Toxicologia (VPT) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP).
Esses animais foram divididos em grupos segundo a Tabela 2.

Os tratamentos consistiram de uma tnica inje¢ao de 5 ul de BE 0,1% em SS 0,9% e na
sisterna basal e 1 pl de BE 0,1% em SS 0,9% no terco médio do nervo ciatico direito. Os
animais controles receberam o mesmo volume de SS 0,9%. Os camundongos foram
submetidos a eutanasia nos tempo de 24 e 48 horas, 3 7,15, 21 e 30 dias. Todos os
camundongos foram perfundidos com fixadores diferentes, de acordo com o processamento

posterior das amostras (Tabela 2).

1.10.1 Camundongos

Os animais utilizados no experimento foram criados em sala adaptada a criacdo de
camundongos, em gaiolas de polipropileno de 30x20x13 cm, dispostas em prateleiras em sala
climatizada com temperatura de 21 °C com variagdo de 2 °C. A cama utilizada foi maravalha
de pinnus autoclavada, trocada trés vezes por semana. Os animais receberam ragao comercial
para camundongos (CR1 — Nuvital) e dgua filtrada ad libitum.

Os camundongos F1 (C57Bl/6 x ADCx32) usados no experimento foram produzidos
no Biotério do VPT da FMVZ da USP, criados e mantidos de acordo com as normas de
biosseguranga para animais geneticamente modificados nivel 1. Esses animais foram obtidos
através do cruzamento de camundongos com genoétipos predefinidos por exame de PCR.

+
2Y/

Foram acasalados machos da linhagem C57B1/6 (gendtipo Cx32""") com uma ou duas fémeas

AdCx32 homozigotas (gendtipo Cx327"), as quais possuem dele¢io do gene da conexina 32.
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Como o gene da conexina 32 esta localizado no cromossomo X, todos os filhotes machos F1

provenientes desses acasalamentos apresentaram o genotipo Cx32"".

Tabela 2 - Distribuicio do niimero de animais em cada grupo experimental e a relagio dos tempos de
eutanasia apos injecdo. BE: brometo de etidio e SS: soluc¢io salina

Tempo/ Tratamento 24hrs 48hrs 3dias 7dias 15dias 21dias 30dias - Total
Processamento SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE -

Microscopia Normais 3 3 3 3 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 - 40

Eletrdnica KOCx32 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 28

! Normais - - - - - - - - - 5 . - - - 5 10
Parafina

KOCx32 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 28

. Normais - - - - - - - - - - - - - - - 0
Congelacao

Kocx32 17 17 1.1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 14

Total 120

Os camundongos KO foram mantidos em gaiolas de polipropileno medindo
30x20x13cm, com filtro na parte superior da tampa, servindo como uma barreira extra e
evitando o contato dos animais com 0 meio externo como insetos, por exemplo. As gaiolas
ficaram dispostas em prateleiras de perfilado metdlico em salas com sistema de ar
condicionado central, com 20 a 30 trocas totais de ar por hora e controle de temperatura e
umidade relativa do ar, 22+2 °C e 55+£10%, respectivamente. A iluminacdo foi artificial,
controlada por “timer”, com ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro. Ra¢do comercial
para camundongos (CR1 — Nuvital) e agua filtrada e autoclavada foram oferecidas ad libitum
durante todo o experimento. As condi¢cdes de alojamento e manejo dos animais estdo de
acordo com as normas éticas internacionais, em especial com aquelas do National Research
Council (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

Os animais destinados ao experimento ficaram no setor experimental do biotério, o
qual consta de salas climatizadas como as descritas anteriormente, separados em lotes com no

maximo 5 animais por caixa.

1.10.2 Cirurgias

Para a cirurgia os animais foram anestesiados com xilazina e quetamina na dose de 4
mg/kg e 20 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal. Foi realizada tricotomia na regido
da cabega, atras dos olhos, entre as orelhas e na regido lateral da coxa direita iniciando 1 cm
abaixo da coluna vertebral.

Foi realizada uma incisdo na pele, na altura da linha média do cranio, com 1,5 cm e

uma perfuragdo no cranio, caudal ao tentdrio do cerebelo (Figura 10A), com auxilio de uma
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agulha 25x08 limitada por uma pin¢a a 2 mm do final do bisel. A injecdo foi realizada com
seringa Hamilton™ de 10 ul. Foram injetados 5 pil de BE ou SS na cisterna basal.

Na por¢ao média da coxa do mesmo animal foi realizada outra incisao com 1,5 cm e os
musculos da regido foram divulsionados com o auxilio de uma pinga, para localizagdo do
nervo ciatico. Um ponto de sutura foi dado em um feixe de fibras do musculo que recobre o
ciatico para demarcar o local da inje¢do. Com o auxilio de uma seringa Hamilton® de 10 ul,
foi injetado 1ul no ter¢co médio do nervo ciatico, imediatamente abaixo do local da realizacao
do ponto no musculo (Figura 10B). Os animais foram acompanhados até se recuperarem
totalmente da anestesia e foram tratados com morfina por até 48 horas de 8 em 8 horas com

dose de 1,5 mg/kg por via subcutanea.

Figura 10 - Local da inje¢do nos camundongos, no encéfalo (A) caudal ao tentério do cerebelo; (B) no
nervo ciatico localizado com o ponto de sutura representado por um circulo preto (Adaptado de: (RIET-
CORREA, 2001).

1.10.3 Perfusao

Para se obter uma adequada preservacao do tecido nervoso foi realizada a perfusdo dos
animais; esses receberam intraperitonealmente uma dose letal de Thiopental ® (5 mg).
Quando abolido o reflexo podal, os animais foram imobilizados com auxilio de esparadrapo
em uma placa de parafina. A abertura da cavidade toracica foi realizada com tesoura, fazendo-
se um corte originado na regido umbilical seguido de incisdo das costelas lateralmente ao
esterno para rebater cranialmente o plastrdo. Uma agulha (13x04), de ponta romba a 1 cm da
base, conectada ao sistema de perfusdo, foi introduzida no ventriculo esquerdo, o qual foi
pingado no ter¢o ventral contra a agulha para fixar a mesma e evitar o refluxo. No inicio da
perfusdo, realizou-se uma pequena incisdo no atrio direito para permitir a drenagem do
sangue. Cada animal foi perfundido inicialmente com cerca de 40-50 ml de solugdo salina
0,9% com 0,01 M de EDTA tamponado como anticoagulante(pH 7,4), para a retirada do

sangue. Apos a passagem desse volume pelo animal, a bomba foi desligada e o equipo foi
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trocado do frasco da solugdo salina para o frasco que continha o fixador. No caso do material
destinado a microscopia eletronica utilizou-se o glutaraldeido 2,5%. Nos materiais destinados
ao congelamento o fixador utilizado foi paraformaldeido 4%. No material destinado ao
processamento com parafina somente foi utilizada perfusdo-lavagem com solugao salina 0,9%
a 0,01M de EDTA. O sistema de perfusdo contou com bombas peristalticas com velocidade
regulavel, especificas para a perfusdo de camundongos (MasterFlex - Cole-Parmer).

O material destinado ao estudo ultra-estrutural foi colhido e incluido em resina, para
obten¢do de cortes semifinos e ultrafinos. O material destinado aos estudos histoldgicos foi
colhido e processado para obtengdo de cortes em parafina e de congelagdo, permitindo desta
forma a realizacdo de reacdes de imunoistoquimica utilizando anticorpos especificos. A

distribuicao das amostras esta descrita na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..

1.10.4 Processamento

O estudo ultra-estutural foi realizado em amostras de dois animais de cada grupo, os
animais foram perfundidos com 50 ml de glutaraldeido 2,5% ap6s a lavagem com solugdo de
salina e EDTA. O material do encéfalo foi obtido de cortes de ponte e cerebelo localizados na
regido da injecdo. As estruturas tomadas como referéncia, para a realizagdo dos cortes
transversais estao representadas na Figura 11A. Foram retirados dois cortes transversais, com
1 mm, cada um dividido em 3 fragmentos, um correspondente a ponte e dois correspondentes
ao cerebelo esquerdo e direito (Figura 11B). O nervo ciatico foi dividido em duas partes
exatamente no local da injegdo, para realizacdo de cortes transversais. Os nervos ciaticos
foram emblocados juntamente com uma faixa de musculatura adjacente a fim de facilitar a
manipulacdo e corte do material (Figura 11C), formando uma pirdmide na qual o ponto de
local de injecao ficou no apice (Figura 11D).

Os animais que foram submetidos a eutanasia para a colheita de material para
processamento em parafina foram perfundidos somente com 40-50 ml de solug¢do salina a
0,9% com 0,01M de EDTA tamponado (pH 7,4). Depois de serem retirados da caixa craniana,
os encéfalos foram mantidos durante, no maximo 24 horas, em solucdo de Metacarn (60%
cloroférmio, 30% metanol e 10% acido acético), transferidos para uma solugdo de alcool a
70% e incluidos em parafina segundo o procedimento padrdo. O mesmo procedimento foi
realizado com os cidticos. Os encéfalos foram incluidos a partir do terco final dos hemisférios

até o inicio da ponte, para a obtencdo de cortes coronais. Em algumas amostras, em que o
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fragmento do nervo ciatico era evidente, o fragmento de musculo foi retirado no momento do

emblocamento.

Figura 11 - Indicacio dos cortes que foram realizados no material do SNC (A e B) e do SNP (C e D) para
processamento em parafina e congelamento (A e C) e microscopia eletronica (B e D). As linhas pretas
representam os cortes realizados no material. O ponto de sutura (cabeca de seta) auxiliou na localiza¢iao
da injecio no ciatico (seta).

Ap6s a perfusdo com solucdo de salina a 0,9% com 0,01M de EDTA tamponado (pH
7,4), as amostras de encéfalos, destinadas a cortes de congelagdo foram imediatamente
incluidas em meio para congelacdo Tissue-tek® (Sakura). Os blocos foram congelados em
vapor de nitrogénio liquido e mantidos em gelo seco, para posterior armazenagem a -70 °C até
serem cortados em criostato para a realizagdo de imunoistoquimica e imunofluorescéncia.
Foram obtidos cortes de regides equivalentes as do material incluido em parafina. Os cortes
para congelacdo foram realizados em criostato Cryocut 1800 Reichert-Jung a temperatura de

25 °C negativos.

1.11 PCR

De cada animal foi obtida uma amostra de cauda com aproximadamente 1 cm de

comprimento para extragdo de DNA. O método de extragcdo consistiu basicamente em macerar
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a cauda coletada aumentando, assim, a area de contato entre a enzima (proteinase K) e as
células para se extrair o DNA em uma solugdo concentrada de acetato de sodio (Figura 12).
Este método permitiu a rdpida genotipagem de camundongos de linhagens de interesse
utilizados nos experimentos.

A coleta da cauda dos camundongos foi realizada com uma tesoura desinfetada em
alcool iodado entre um animal e outro; as caudas dos camundongos foram cortadas com um
tamanho aproximadamente de 1 cm na diagonal, embrulhadas em papel aluminio e
identificadas com papel interno, numerado a lapis e armazenadas imediatamente em garrafa
térmica com nitrogénio liquido, e ap6s conservadas a -70°C até a analise.

Para a extragdo do DNA a cauda foi macerada com martelo em placa metélica no gelo
e colocada em um tubo pléstico de 2 ml identificado, juntamente com 200 pl de tampao de lise
com proteinase K (50 ul de proteinase K para 3 ml de tampao). A incubagao foi feita durante 2
horas em banho-maria a 65°C ou over-night a 37°C em estufa. Na retirada foram adicionados
200 pl de tampao de lise (sem proteinase K) a amostra e homogeneizados em vortex, e
deixados a temperatura ambiente durante 15 minutos. Na etapa seguinte o tubo foi
centrifugado durante 20 minutos, a 10000 r.p.m. a 4°C em centrifuga refrigerada (5810R —
Eppendorff); o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de onde foram aspirados cerca

de 250 pl, evitando-se pegar a interfase ou o precipitado (Figura 12)

£ :
i‘ﬁw 4 d_:;—.—.—.—.-%
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&’a Interfase: proteina
S %
% v Pellet: debris celulares
Extracao

Figura 12 - Esquema que ilustra alguns passos de extracio de DNA. O fragmento da cauda é macerado
com o auxilio de uma placa gelada. No tubo é mostrada a disposicio do materal apés a centrifugacio.

No novo tubo com o sobrenadante foi adicionado 2 vezes o volume do sobrenadante de
etanol 100% gelado, juntamente com 10% do volume do sobrenadante de acetato de s6dio 3M
gelado. Os tubos foram mantidos no gelo durante o procedimento, e foram homogeneizados
suavemente até o aparecimento da medusa. O material voltou a centrifuga durante 10 minutos

a 6000 r.p.m. a 4°C. Apos essa etapa o sobrenadante foi desprezado por inversdo. Foram
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adicionados 500ul de etanol 70% para a remocao do sal que fica em excesso no material (isso
facilitou a solubilizacdo do pellet no final do procedimento). Uma nova etapa de centrifugacao
foi realizada durante 10 minutos a 6000 r.p.m. a 4°C, e o sobrenadante foi desprezado por
inversdo. Os tubos ficaram invertidos para tirar o excesso do etanol e secar o pellet,
procedimento realizado na propria bancada. O pellet foi re-suspendido em TE (Tris/EDTA),
na quantidade de 200ul, para se incubar as amostras em banho a 65°C durante 30 minutos
facilitando a solubilizagdo do pellet, que foi homogeneizado para posterior quantificagdo.

Na etapa de quantificacdo foi determinada a concentragdo e a razdo A260/280, para
isso 0 DNA foi diluido na propor¢ao de 5 pul de DNA em 95 pl (1:20) de TE, os 100 pl foram
colocados em uma cubeta, esta inserida no Biofotdmetro onde foi anotada a razdo (em torno
de 1,8) e a concentracdo em ng/ul. Para a elaboragcdo da reagdo de PCR as amostras foram
diluidas para 100ng/ul com TE. Para a reacdo de PCR foi preparado um “mix”, conforme
descrito na Tabela 3.

Foram utilizados na reacdo de PCR trés primers (Tabela 4), que podem resultar em
uma ou duas bandas dependendo da seqiiéncia dos genes em que eles se alinharam. O numero

de bandas depende da homozigose ou heterozigose dos animais.

Tabela 3 - Especificacdes das quantidades e produtos que foram utilizados para a formulacio do mix a ser
utilizado na reacao de PCR.

MIX Quantidade
DNA (50 - 100ng/pl) 1-2ul
Tampao (10X) 2 ul
MgCl, (50mM) 0,6 pl
dNTPs (2,5mM) 1,6 pl
Primer KO WT NEO (10pMol/ul) 1 ul
Primer KO WT 3 (10pMol/ul) 1 ul
Primer KO NEO 3 (10pMol/ul) 1 ul
DMSO 1wl
Taq Platinnum 0,2 ul
H,O 11,6 pl
Total 22 ul

Tabela 4 - Seqiiéncia dos primers utilizados na reacio de PCR.

Primer Sequéncia
Cx32 KO-WT-NEO &’ 5’ — CCATAAGTCAGGTGTAAAGGAGC -3’
CX32 KO-NEO 3’ 5’ = ATCATG CGAAACGATCCTCATCC -3’

CX32KO-WT 3’ 5’ — AGATAAGCTGCAGGGACCATAGG -3’




74

Y

Controles

+/+ -f- +/- H20
- -
- e

et

E B

Figura 13 - Amostra de gel com os gendtipos dos camundongos esperados e com os controles dos genétipos
e da reacao.

1.12 Histoquimica

A partir dos blocos de parafina foram obtidos cortes histologicos de 5 um em ldminas
para a realizacdo das coloracdes de hematoxilina-eosina, luxol-fast-blue nos cortes de encéfalo
e ciaticos e azul de toluidina, para evidenciagdo de mastdcitos somente nos ciaticos.

Para a realizacdo da técnica de hematoxilina e eosina, as laminas passaram por um
processo de desparafinizacdo composta de duas passagens em xilol, sendo a primeira na estufa
a 60 °C por 30 minutos e a segunda a temperatura ambiente por 5 minutos. O processo de
hidratag¢do consistiu de passagens em concentragdes decrescente de alcoois, finalizando com
agua corrente por 1 minuto. Apods a hidratacdo, as ldminas foram coradas com hematoxilina
por 50 segundos e voltaram para agua corrente para oxidacdo da hematoxilina por 2 a 4
minutos. A coloracdo pela eosina por 20 segundos foi precedida de uma passagem em alcool
absoluto. Apds o final da coloracdo a desidratagdo foi realizada com passagens em 3 alcodis
absolutos. A clarificagdo foi realizada com uma passagem em xilol. Outra passagem em xilol
preparou a ldmina para a montagem, com resina sintética (Entellan® Merck) e laminula sobre

0 corte.

1.12.1 Luxol Fast Blue para mielina

Na técnica de luxol-fast-blue, as 1aminas foram desparafinizadas e hidratadas até alcool
95%, e posteriomente colocadas no corante Luxol Fast Blue a 0,1% na estufa a 60 °C, por 24
horas. Apos essa etapa as laminas foram passadas em alcool 95% para retirada do excesso de
corante, e assim preparadas para a diferenciacdo que foi realizada com carbonato de litio a
0,05% por 20 segundos e uma passagem em alcool 70%. A contra coloragdo foi realizada com
Nuclear Fast Red a 0,1% por 2 minutos, posteriormente as laminas foram desidratadas

clarificadas e montadas com meio de montagem sintético (Entellan® Merck).
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1.12.2 Azul de Toluidina para mastdcitos
Para a realizagdo da técnica de azul de toluidina as laminas foram desparafinizadas e

hidratadas como descrito acima. As laminas foram mergulhadas em azul de toluidina a 0,1%

por 1 minuto, lavadas em agua corrente e desidratadas, clarificadas e montadas.

1.13 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada em cortes realizados a partir de blocos de parafina.
Foram utilizados trés anticorpos primarios: anti-GFAP (DakoCytomation; cod. Z0334;
1:5000), anti-CNPase (Abcam; cod. ab6319; 1:1500), anti-S100 (DakoCytomation; cod.
Z0311; 1:1000).

A partir dos blocos de parafina foram obtidos cortes histologicos de 5 um em laminas
silanizadas para a realizagdo de reagcdOes de imunoistoquimica e imunofluorescéncia. As
laminas passaram por um processo de desparafinizacdo composta de duas passagens em xilol,
sendo a primeira na estufa a 60 °C por 30 minutos e a segunda a temperatura ambiente por 5
minutos. O processo de hidratagdo constituiu de passagens em alcool, sendo a primeira em
alcool absoluto por 1 minuto, apds mais 30 segundos em um segundo alcool absoluto. A
seguir, as ldminas ficaram por 30 segundos em alcool 96 °GL e mais um minuto em éalcool 70
°GL. A etapa se completa com agua corrente por 3 minutos e agua destilada por mais 1
minuto.

Para o bloqueio da peroxidase endogena foi utilizado perdxido de hidrogénio a 10
volumes (3%), em duas etapas de 10 minutos, onde o peroxido foi pingado sobre os cortes.
Apos essa etapa os cortes foram lavados por 10 minutos em agua corrente e por mais 1 minuto
em agua destilada.

Para diminui¢do da coloracdo de fundo foi utilizada uma solugdo de albumina,
composta de 1 clara de ovo em 100 ml de dgua destilada, onde o corte ficou por 15 minutos.
Para o bloqueio dos sitios inespecificos foi utilizada uma solucao de leite em pd desnatado a
5% diluido em PBS por 30 minutos. Para retirar o excesso foi utilizada dgua corrente por 3
minutos e agua destilada por mais 1 minuto.

Os cortes ficaram em PBS por 5 minutos sendo preparados para a incubacdo com
anticorpo primadrio, que foi diluido em PBST nas dilui¢des citadas acima. Os cortes foram
incubados com o anticorpo primario durante 2 horas em camara Umida a 37 °C. Apés a
incubacdo os cortes foram lavados em PBST por duas vezes durante 5 minutos cada. O
anticorpo secunddrio foi incubado por 30 minutos em temperatura ambiente (25 °C). O

excesso de anticorpo foi lavado com PBS, seguido de dois banhos em PBS de 5 minutos. O
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complexo estreptavidina-peroxidade foi incubado por 30 minutos a 25 °C, com quantidade
suficiente para cobrir o corte. Foi utilizado um kit LSAB-Peroxidase (DakoCytomation, cod.
K0690) com o anticorpo secundario e o complexo estreptavidina-peroxidade. O excesso foi
lavado com o mesmo processo da lavagem anterior.

Para a revelagdo da reacdo foi utilizado DAB (diaminobenzidina) por 2 minutos,
diluido (DAB 72 mg: PBS 120 ml: H,O; 1,2 ml). A revelagao foi parada em agua destilada,
seguida de uma lavagem em agua corrente por 3 minutos. A contra coloragdo foi feita com
hematoxilina de Mayer por 15 minutos. O corte foi lavado em 4gua corrente para retirar o
excesso de hematoxilina por 15 minutos, apés, a laminas foram secadas a temperatura
ambiente por toda a noite e no dia seguinte clarificadas e montadas com resina sintética
(Entellan© - Merck).

No caso de marcacdo dupla, apds a revelacdo com DAB e a lavagem com agua
corrente por 3 minutos a lamina foi colocada em PBST por duas vezes de 5 minutos. Apos
essa etapa, sobre os cortes era colocado o segundo anticorpo primdrio, € o protocolo era
repetido com a utilizagdo de um kit LSAB-Fosfatase (DakoCytomation, cod. K0689). A

revelagdo foi realizada com Permanent Red (DakoCytomation, cod. K0680).

1.14 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada em cortes de parafina obtidos previamente ao
inicio do protocolo.

Foram utilizados dois anticorpos primarios para a realizacdo da marcagao dos cortes de
encéfalo e em cortes de nervo cidtico, anti-conexina 32 (Santa Cruz Biotechnology, cod. sc-
7258) e anti-conexina 43 (ZYMED, cod. 71-0700), e o anticorpo anti-OSP (Abcam, cod.
ab7474) somente nos encéfalos. Todos os anticorpos foram utilizados em dilui¢des de 1:100.
Os cortes foram desparafinizados e hidratados conforme o protocolo de imunoistoquimica.
Uma lavagem com PBST por 10 minutos precedia a incubacdo com anticorpo primario,
diluido em PBST (1:100), que ocorreu durante toda noite. No dia seguinte foi realizada uma
lavagem em PBST, preparando o corte para incubagdo com anticorpo secundario (kit LSAB;
DAKO Cytomation) por 2 horas a temperatura ambiente. O excesso era lavado com PBST por
duas lavagens de 5 minutos. O anticorpo terciario anti-rabbit fluorescente (FITC) diluido em
PBST (1:100), era incubado por 2 horas, no escuro. O excesso de anticorpo foi retirado por
uma lavagem em PBST, no escuro, para posterior montagem em meio aquoso Vectashild®

(Vector Laboratories), também no escuro. A vedagao da laminula foi feita com esmalte (base



77

incolor). As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia com filtro FITC

(Olympus BX-41).
1.15 Microscopia eletronica

O material colhido com 1-2 mm de espessura, foi fixado em glutaraldeido a 2,5% em
PBS (pH7,2-7,4) por 48 horas a 4°C, lavado em PBS (trés trocas) e posteriormente imerso em
solucdo de tetroxido de 6smio a 1% em PBS por 4 horas a 4°C. Os fragmentos foram lavados
em agua bidestilada a 4°C por 10 minutos (duas trocas). Como terceiro fixador e contrastante
foi utilizado acetato de wuranila a 0,5% em solucdo aquosa, no qual os fragmentos
permaneceram por 16 horas a 4°C. A seguir, os fragmentos foram lavados em agua
bidestilada, duas lavagens de 5 minutos a 4°C.

A desidratagdo das amostras foi feita pela passagem em série crescente de acetona a
30%, 50%, 70% e 90% (15 minutos em cada concentragdo). A acetona 90% foi substituida por
acetona pura, onde as amostras permaneceram por 45 minutos, em 3 banhos de 15 minutos
cada.

Ap0s desidratados e imersos em acetona, as amostras foram transferidas para solugdes
constituidas por diferentes propor¢des de acetona e resina de inclusdo, respectivamente: 2:1,
1:1 e 1:2, nas quais permaneceram por uma hora em frascos abertos, a temperatura ambiente,
em agitador automatico, e transferidas para resina pura por uma hora a 37°C. A resina de
inclusdo foi preparada da seguinte maneira: Resina epon 27 ml, DDSA — 23 ml, DMP-30, 1
ml. A polimerizagdo da resina foi realizada em estufa a 60 °C por 72 horas.

Os cortes semifinos foram obtidos em ultra-microtomo (Leica Reichert Supernova)
com 0,5-1 pm de espessura, colocados sobre laminas histologicas e corados com azul de
toluidina a 0,5% em borax a 2,5% (pH 11) por 1 minuto em chapa quente a 80°C. A partir
desses cortes eram selecionadas as areas de lesdo para a realizacdo dos cortes ultra-finos.
Através da trimagem dos blocos eram realizados os cortes ultra-finos com 60 nm de espessura.
Os cortes ultra-finos foram colocados em grades de cobre de 200 mesh cobertas com
membranas de formvar, e contrastados com solugdo de citrato de chumbo por 5 minutos a
temperatura ambiente. Os cortes ultra-finos foram visualizados em microscopio eletronico de

transmissdo (Morgagni 268D) com sistema de captura de imagens integrado (MegaView).



RESULTADOS

Os camundongos usados nos experimentos foram observados diariamente e, apds a
completa recuperagdo da anestesia, ndo demonstraram alteragdes neuroldgicas:

movimentavam-se, alimentavam-se e interagiam entre si de modo normal.

1.16 PCR

No PCR dos animais utilizados no experimento foi vizualizada uma tnica banda de

414 pb, que representa o gendtipo dos animais homozigotos KO para a Cx32 (machos Cx*")

(Figura 14).

Controles

-

Fes dublunnnunn. -

—

“ﬂr'“---——_—

i1 . 4 £
uuu_u- Controles
;’ :

) §

YT T T YT T T IS

ORI

3
LB
B
3
(3
1

Pt § ¢

| =

[}

'3

[ &

(3

[

[

| Smocs il
: . 3 3

8

[ 4

3

I

3

3

3

[ 3

B0 L g %

- . -m‘t-nu—.méf

Figura 14 - Resultado do PCR dos animais utilizados no experimento e os controles dos gendtipos e da
reaciio e escala de DNA (*).

1.17 Histoquimica

1.17.1 Encéfalos

Foram realizadas laminas de animais que nao receberam tratamento (BE ou SS), para
controle da morfologia do tecido (Figura 15 A e B).

As lesdes induzidas pela injecdo de 5 pl de BE 0,1% eram discretas e localizadas ao

longo do trajeto da agulha, e se expandiam radialmente para formar lesdes de contornos ovais.
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Estavam localizadas em areas centrais ou ventrais da ponte. Em alguns casos, havia lesao no
ponto de injecao, no cerebelo.

A fim de facilitar a descricdo e a interpretacdo das lesdes, os resultados das coloragdes
de HE e LFB serdo apresentados simultaneamente para camundongos normais ¢ KO (Tabela
5). As diferengas serdo anotadas. Um resumo das principais alteragcdes observadas na cisterna

basal apos a injegdo de BE é apresentado no APENDICE G.

Tabela 5 — Quantificacdo das lesdes encontradas nos encéfalos de acordo com as lAminas analisadas.
Tempo/ Tratamento Normais 24 hrs 48 hrs 3dias 7dias 15dias 21 dias 30 dias

Lesdes - BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE
Hemorragia 0 0 3 3 22 1 1 0 O O OO O O O
Hemossiderina 0 2 o 0o o o 0o 000 3 3 2 2 1 1
Espongiose 0 1 33 333 3 1 3 2 2 1 2 1 1

Lesdo Cistica 0 1 0O 0 0 0O 0O OO0 0*1 0 1 0 2
Aumento da Celularidade 0 3 o o 2 1 2 2 2 3 2 3 1 2 1 2
Neo-vascularizagdo 0 1 o 0o o o 0o 001 01 0 1 0 1
Ax0Onios tumefeitos 0 0 2 3 2 3 1 2 1 1 0 O 0O 0 o0 o
Reacgdo Astrocitaria 0 1 o 1 1 2 1 2 2 3 1 2 1 2 1 2

0 - ausente; 1 — leve (0-30%); 2 — moderada (30-60%); 3 — acentuada (60-100%).*somente uma amostra foi
analisada.

1.17.1.1 Quinze dias (camundongos normais)

- BE: havia espongiose acentuada com gliose local e distribuigdo irregular das células
no tecido (Figura 16A). No LFB a espongiose era evidenciada entre os feixes de axonios

fracamente corados (Figura 16B).

1.17.1.2 Vinte e quatro horas

As lesdes com duragdo de 24 horas eram marcadas pela presenga de hemorragia, tanto
nos animais tratados com solugdo salina como nos animais tratados com brometo de etidio
(Figura 17A). Esferoides axonais podiam ser visualizados ao longo do trajeto da agulha.

- SS (solucao salina): no trajeto da agulha havia focos de hemorragia, com areas
discretas de espongiose. No LFB eram visualizados feixes e fibras entre as dreas de
espongiose.

- BE (brometo de etidio): nas areas de lesdo induzida pelo BE havia focos de
hemorragia, com areas focalmente extensas de espongiose (Figura 17B). No LFB eram
visualizadas fibras mielinizadas em meio a espongiose, algumas destas fibras apresentavam

mielina mais fina (Figura 17D).
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1.17.1.3 Quarenta ¢ oito horas

- SS: havia areas de hemorragia no trajeto da agulha, principalmente no cerebelo. Na
ponte foi possivel observar focos de hemorragia circundados por espongiose. No LFB os
feixes estavam irregularmente entremeados com células e a espongiose no trajeto da agulha.

- BE: no trajeto da agulha havia hemorragia envolvida por extensa area de espongiose

(Figura 18A e B). Nao havia coloragdo para mielina pelo LFB na é4rea da lesdo (Figura 18C).
1.17.1.4 Trés dias

- SS: no trajeto da agulha havia hemorragia. Na area afetada pela introducao da agulha,
a espongiose era local, discreta a moderada, com presenga de esferoides axonais. No LFB, no
local da espongiose, as fibras estavam afastadas e fracamente coradas.

- BE: no trajeto da agulha havia areas focais de hemorragia circundadas por muitas
células com nucleo basofilico (microglia), e espongiose moderada a acentuada com presenca
de esferdides axonais (Figura 19A e B). No LBF ndo havia coloragdo para mielina no centro

da lesdo e, na periferia, as fibras estavam esparsas devido a espongiose (por edema) (Figura

19C).
1.17.1.5 Sete dias

- SS: a espongiose era moderada e confinada a 4rea onde a agulha foi introduzida;
havia aumento da celularidade ao longo do trajeto da agulha. Estas células estavam em meio
as fibras mielinizadas visualizadas no LFB.

- BE: a espongiose era acentuada e localizada ao redor do ponto de introdugdo e no
trajeto da agulha (Figura 20A e B), separando os feixes de fibras ndo visualizadas no LFB

(Figura 20C). Em meio a espongiose havia aumento discreto da celularidade.

1.17.1.6 Quinze dias

- SS: havia aumento da celularidade, localizada no trajeto da agulha. Na regido ventral
da ponte podia ser visualizada espongiose discreta, proximo a meninge.

- BE: havia espongiose acentuada com gliose focal (Figura 21A e B) e neo-
vascularizagdo. No LFB a espongiose era evidenciada entre os feixes de axonios fracamente

corados (Figura 21C).
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1.17.1.7 Vinte e um dias

- SS: na ponte havia leve aumento da celularidade ao longo do trajeto da agulha. No
LFB essas células eram visualizadas em meio aos feixes de mielina.

- BE: na ponte havia areas de neo-vascularizagdo com espongiose leve (Figura 22A ¢
B), e aumento do numero de células, identificadas como astrocitos e microglia. No LFB a
espongiose separava os axOnios remielinizados, que estavam entremeados a astrdcitos e

microglia (Figura 22C).
1.17.1.8 Trinta dias

- SS: nos encéfalos dos animais submetidos a eutandsia 30 dias apds receberem a
inje¢do de solucdo salina havia espongiose minima e macréfagos contendo hemossiderina no
trajeto da agulha. No LFB eram visualizadas células alongadas em meio aos feixes de axonios
mielinizados.

- BE: havia lesdes cisticas na ponte, com aumento da celularidade, notadamente no
trajeto da agulha (Figura 23A e B). Na coloracdo de LFB havia locais onde a mielina e os
axonios estavam entremeados a células com nticleo claro e vesiculoso (astrocitos) (Figura

23C).
1.17.2 Nervos ciaticos

As lesdes induzidas pela inje¢do de 1 pul de BE no nervo ciatico dos camundongos do
experimento eram de extensdo variavel e envolviam as fibras mielinizadas, o perineuro e o
epineuro. As alteragdes consistiram de desmielinizagao segmentar seguida de remielinizacao,
e de degeneracdo walleriana decorrente do traumatismo da injecdo. Os resultados obtidos
através do HE, LFB e azul de toluidina serdo apresentados conjuntamente (Tabela 6). O
resumo das principais alteragdes observadas no nervo ciatico dos camundongos injetados com
BE sdo apresentados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Fragmentos de nervo ciatico de animais normais ndo submetidos a tratamento foram

estudados com as mesmas técnicas citadas acima (Figura 24A e C)

1.17.2.1 Quinze dias (camundongos normais)

- BE: havia infiltrado inflamatdrio focalmente extenso no perineuro. Em um dos feixes

havia aumento de celularidade. No LFB havia bainhas de mielina fracamente coradas (Figura
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25A). No azul de toluidina observavam-se raros mastocitos no perineuro, bem como entre as

fibras mielinizadas.

Tabela 6 - Quantificacdo das lesdes encontradas nos nervos ciaticos de acordo com as laiminas analisadas.
Tempo/ Tratamento Normais 24 hrs 48 hrs 3dias 7dias 15dias 21 dias 30 dias

Lesdes -- BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE
Infiltrado perineuro 0 2 2 3 2 2 1 2 1 2 1 2 1 1 1 2
Aumento da celularidade 0 1 1 0 1 1 1 1 1 00 2 1 1 0 1
Camaras de digestao 0 1 11 1 1 1 1 1 0* 0 12 0 O O O
Mastdcitos perivasculares 0 0 0O 0 0O 0O 0O 0O O1 0 0 O0O0 00O
Mastdcitos no perineuro 1 1 11 1 1 2 2 2 3 2 1 1 1 2 2
Mastdcitos nos fasciculos 1 1 11 1 0 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1
Marcagao para S100 0 1 i1 0 1 2 o0 1 2 1 1 2 0% 2 1 1

0 - ausente; 1 — leve (0-30%); 2 — moderada (30-60%); 3 — acentuada (60-100%). *somente uma amostra foi
analisada.

1.17.2.2 Vinte e quatro horas

- SS: Nos fasciculos eram visualizados raros focos de aumento da celularidade e raras
camaras de digestdo. No perineuro havia infiltrado inflamatério moderado a acentuado. Raros
mastdcitos eram vistos no perineuro € no interior dos fasciculos.

- BE: Havia intenso infiltrado inflamatério no perineuro (Figura 26A e B). Nos
fasciculos o infiltrado inflamatério localizava-se entre as fibras, onde havia rara presenca de

mastocitos (Figura 26D).

1.17.2.3 Quarenta ¢ oito horas

- SS: Os fasciculos apresentavam alguns focos de aumento da celularidade, com
algumas camaras de digestdo. Havia raros mastocitos no perineuro e nos fasciculos.

- BE: havia moderado infiltrado inflamatério no perineuro. Nos fasciculos havia raros
focos de aumento de celularidade e camaras de digestdo. Raros mastocitos eram vistos no

perineuro.

1.17.2.4 Trés dias.

- SS: No perineuro havia focos de moderado infiltrado inflamatorio. Nos fasciculos
eram visualizados pequenos focos com numero de células aumentado e algumas camaras de
digestdo. A presenca de mastocitos estava localizada no perineuro, com algumas células

desgranuladas no interior dos fasciculos.
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- BE: No perineuro havia moderado a acentuado infiltrado inflamatério focalmente
extenso (Figura 27A e B). Nos fasciculos havia alguns focos de aumento de celularidade e

raras cdmaras de digestdo (Figura 27A e D).

1.17.2.5 Sete dias

- SS: Entre as fibras mielinizadas havia aumento do nimero de células em focos
longitudinais, com presenga de raras camaras de digestdo. Moderado nimero de mastdcitos
eram vistos entre as fibras mielinizadas e no perineuro onde a maioria estava desgranulada.

- BE: No perineuro havia infiltrado inflamatério acentuado, neste infiltrado havia

muitos mastocitos, localizados na periferia dos vasos.

1.17.2.6 Quinze dias

- SS: Havia raras células inflamatorias infiltradas no perineuro, algumas destas células
inflamatérias eram mastdcitos visualizados pelo azul de toluidina. Raros mastocitos eram
vistos entre as fibras mielinizadas.

- BE: Havia infiltrado inflamatério focalmente extenso no perineuro (Figura 28A). Em
um dos feixes havia aumento de celularidade (Figura 28B). Havia raros mastdcitos no

perineuro, bem como entre as fibras mielinizadas (Figura 28C).

1.17.2.7 Vinte e um dias
- SS: Entre as fibras mielinizadas havia aumento da celularidade, em raras fibras havia

camaras de digestdo. Presenca leve a moderada de mastdcitos entre as fibras mielinizadas e no
perineuro. Alguns dos mastécitos estavam desgranulados.

- BE: No interior dos feixes havia alguns focos de aumento discreto de celularidade
(Figura 29A e B). Havia focos de mastocitos entre as fibras e no perineuro, alguns estavam

desgranulados (Figura 29C).

1.17.2.8 Trinta dias
- SS: em alguns fasciculos havia leve infiltrado inflamatério no perineuro. Em alguns

locais do perineuro havia mastécitos, essas mesmas células eram encontradas raramente entre
as fibras mielinizadas.

- BE: havia aumento da celularidade localizado com as células alinhadas entre as fibras
mielinizadas. Havia infiltrado inflamatorio leve no perineuro. Entre as fibras mielinizadas

havia alguns mastdcitos.
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1.18 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi de grande auxilio para a visualizagao das lesdes localizadas no
encéfalo dos camundongos tratados, porém quando a técnica foi aplicada nos nervos ciaticos,
a marcagdo das células de Schwann através do anticorpo anti-S100 foi variavel, inconstante e
de distribuicao aleatodria, diferentemente da obtida pelo anticorpo anti-GFAP para astrécitos e

do anticorpo anti-CNPase para oligodendrocitos no encéfalo.

1.18.1 Encéfalos

Na marcagao para CNPase e GFAP, foi verificada a morte de oligodendrocitos e de
astrocitos nas lesdes iniciais, € a posterior recuperagdo destas células no processo de reparo
das lesdes (Tabela 5). Tecidos de camundongos que ndo foram tratados foram utilizados como

controle morfoldgico (Figura 15C).

1.18.1.1 Quinze dias (camundongos normais)

- BE: Havia a marcagdo de processos astrocitarios hipertréficos (GFAP) ao longo da

lesdo. A marcagdo para CNPase era fibrilar na periferia (Figura 16C).

1.18.1.2 Vinte e quatro horas

- SS: havia marcagdo inconstante por GFAP e CNPase no trajeto da agulha e na area
de espongiose.
- BE: Nao foi observada marcacdo para GFAP e CNPase no centro das lesdes

espongioticas induzidas pelo BE (Figura 17C).
1.18.1.3 Quarenta e oito horas

- SS: havia marcacao astrocitaria, principalmente no trajeto da agulha e na area de
espongiose.
- BE: ndo era detectada marcagdo para GFAP e CNPase no centro das lesdes. A

marcacao era identificada na periferia das lesdes (Figura 18D).

1.18.1.4 Trés dias

- SS: a marcacgdo astrocitaria estava confinada a poucas células que acompanhavam o
trajeto da agulha. A marcagdo para CNPase tinha um aspecto indefinido em alguns pontos,

contrastando com a marcacao fibrilar normal.
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- BE: no centro da lesdao ndo havia marcacdo para GFAP ou CNPase; na periferia

poucos astrécitos estavam marcados (Figura 19D).

1.18.1.5 Sete dias

- SS: A marcacdo para GFAP era moderada no trajeto da agulha ¢ moderada a
acentuada na area de espongiose. A marcagao para CNPase estava normal.

- BE: A reagdo astrocitaria era discreta e difusa na 4rea de espongiose, caracterizada
pela presenca de finos processos celulares marcados por GFAP. Nao havia marcagdo
oligodendrocitica através da CNPase no centro da lesdo onde a espongiose era mais evidente

(Figura 20D).
1.18.1.6 Quinze dias

- SS: A reacdo astrocitaria estava restrita a area de espongiose ¢ mais intensamente ao
redor de pequenas areas cisticas formadas ao longo do trajeto da agulha. A marcagao para
CNPase nao era evidente ao redor das areas cisticas.

- BE: A reacdo astrocitaria estava presente na area de espongiose e estava mais
evidente na area ao redor da espongiose. Nao havia marcagdo para CNPase no trajeto da

agulha e no foco de lesao (Figura 21D).

1.18.1.7 Vinte e um dias

- SS: a reagdo astrocitaria era discreta e confinada ao trajeto da agulha com algumas
células expressando GFAP na periferia desse trajeto. A marcagdo para CNPase era normal,
embora ausente na lesdo provocada pela agulha.

- BE: havia reagdo astrocitaria moderada a acentuada no trajeto da agulha, bem como
nas areas de espongiose. Na espongiose ¢ no trajeto da agulha havia focos sem marcagao para

oligodendrocitos (Figura 22D)

1.18.1.8 Trinta dias

- SS: a reacdo astrocitaria limitava-se a cicatriz glial induzida pelo trajeto da agulha. A
marcacao dos oligodendrocitos obedecia ao padrao normal, e era detectada inclusive em meio

a reacgdo astrocitaria.
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- BE: a reagdo astrocitaria era leve, porém estava mais distribuida no local da lesao,
principalmente ao redor das lesdes cisticas, onde nao havia marcagdo para CNPase (Figura

23D). A reacdo a CNPase era conspicua adjacente ao tecido normal.

1.18.2 Ciaticos

Na marcagdo para S-100 foi evidenciada a presenca das células de Schwann nos
fasciculos do nervo ciatico dos animais tratados com BE e SS e de animais ndo tratados
(Figura 24B). Uma variagao ampla da marcagao estava presente ndo importando o tratamento
aplicado (Tabela 6). O anticorpo para S-100 ndo possui uma especificidade celular eficaz e,
portanto, a marcagdo nao fica restrita as células de Schwann, neste caso estando presente
também em axonios. Em todas as laminas analisadas havia marca¢do axonal. Tal variagdo ¢

evidente nas Figura 25B, Figura 26C, Figura 27C, Figura 28D e Figura 29D.

1.19 Imunofluorescéncia

1.19.1 Cx32

Nao houve marcagao em encéfalo ou ciatico dos animais KO para conexina 32. A
marcagdo foi visualizada somente em tecidos controles (figado e pulmao) nos animais normais

(Figura 30A e B).

1.19.2 Cx43

Foi realizada em encéfalos dos animais tratados com BE e SS, e em animais que ndo
receberam qualquer tratamento. Nos animais que ndo receberam tratamento a marcagdo estava
restrita as células ependimarias, leptomeninges e células de Purkinje no cerebelo.

Nas areas de lesdo, a marcacao era discreta nas areas centrais, ao longo do trajeto da
agulha e marcada em lesdes a partir dos 15 dias nos animais inoculados com BE (Figura 31A e

B).
1.19.3 OSP

A marcacdo para a proteina especifica para oligodendrocitos estava restrita aos
oligodendrocitos presentes nos locais de lesdo, e foi verificada a partir dos sete dias pos-

injecdo na periferia das lesdes (Figura 32A e B).
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1.20 Microscopia eletronica

Para efeitos de facilitar a descricao, os achados dos cortes semifinos e ultra-finos serdao

realizados e ilustrados conjuntamente, nos camundongos normais € KO (Tabela 7 e 8).

1.20.1 Encéfalos

Tabela 7 - Quantificacio das lesées ultra-estruturais encontradas nos encéfalos de acordo com as amostras
analisadas.

Tempo/ Tratamento 24 hrs 48 hrs 3dias 7dias 15dias 21dias 30dias
Lesdes Gendtipo SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE
Edema intracelular e Normais 3 3 2 2 1 2 O 1 O O O O O O
extracelular Kbcx32 3 3 2 2 1 2 0 1 0O O O O o0 o
o Normais 0 O O O O 2 O 3 O 1 O O O O
Desmielinizagdo
Kbcx32 0 0 0 O O 2 O 3 O 1 o O o0 O
Polimorfonucleares Normais 0 O O O O 2 O 2 O 2 O O 0 O
Mondcitos Kbcx32 o0 0 O O O 2 O 2 O 2 O O 0 o
, Normais 0 O O O O O O O O O O 1 o0 1
Células de Schwann
KbCx32 0 0 0 0O O O O O O O O o o0 o
o Normais 0 0O O O O O O 1 O 2 O 2 0 3
Remielinizagdo
Kbcx32 o0 0 0 0O O O O 1 O 2 O 2 o0 3

0 - ausente; 1 — leve (0-30%); 2 — moderada (30-60%); 3 — acentuada (60-100%).*somente uma amostra foi
analisada.

1.20.1.1 Vinte e quatro horas

- SS: Era visualizada area de espongiose discreta ao longo do trajeto da agulha, devido
a presenca da solucdo injetada e do edema das células afetadas traumaticamente.

- BE: Area de espongiose discreta expandia do trajeto da agulha, devido ao edema
celular, desaparecimento de células gliais do centro da lesdo e expansdo do espago extracelular
(Figura 33A e B). Processos astrocitarios esparsos com feixes compactados de filamentos

gliais eram observados em meio ao espago extracelular expandido.

1.20.1.2 Quarenta e oito horas

- SS: Nao foram observados sinais de desmielinizagdo segmentar, porém, havia lesdo
axonal traumatica ao longo do trajeto da agulha.

- BE: Alteracdo celular toxica dos oligodendrécitos era observada pela retragdo dos
processos celulares e afastamento das bainhas de mielina. As organelas mais afetadas eram as
mitocondrias e o sistema citocavitario, que estavam expandidos por edema. Astrocitos nao

eram visualizados no centro das lesOes.
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1.20.1.3 Trés dias

- SS: A espongiose causada pela solu¢do injetada comeca a diminuir e com ela a
separa¢do das fibras mielinizadas afetadas.

- BE: Sao visualizados os primeiros axonios desmielinizados. Nos animais normais a
retirada dos detritos celulares e de mielina ¢ realizada por um nimero reduzido de fagocitos
(Figura 34A). Raros processos de células gliais intoxicadas eram observados na periferia das
lesdes (Figura 34B). Nos camundongos KO sdo observados alguns polimorfonucleares em
atitude usualmente assumida por fagécitos mononucleares, i.¢, células em estreito contato com

axonios em processo de desmielinizacao (Figura 35A e B).

1.20.1.4 Sete dias

- SS: Pouca ou nenhuma alteragao tecidual era detectada.

- BE: No centro das lesdes ha restos celulares e de mielina entremeados com poucos
fagocitos. A presenca de axdnios desmielinizados € conspicua. Na periferia das lesdes, finos
processos astrocitarios se estendem na direcdo dos axonios desprovidos de bainhas. Raras
células de Schwann sdo observadas nos camundongos normais e estdo ausentes nos

camundongos KO.

1.20.1.5 Quinze dias

- SS: Tecidos sem alteragoes.

- BE: Os processos astrocitarios sao conspicuos na periferia das lesdes ¢ a espessura
desses processos ¢ maior. E detectada a presenca de escassos processos oligodendrogliais
relacionados com axonios desmielinizados, ou pobremente mielinizados com bainhas muito
finas e ainda ndo compactadas, na interface com o tecido normal, ndo afetado pelo BE. Sao
observadas raras células de Schwann em contato com axonios nos camundongos normais. Nao

sao observadas nos camundongos KO. (Figura 36A, B e C).

1.20.1.6 Vinte e um dias

- SS: Tecidos sem alteragdes

- BE: Nos normais sao observadas raras células de Schwann nas lesdes. Uma fina area
de processos oligodendrogliais, caracterizados pela presenga de microtibulos, em contato com
os axoOnios finamente remielinizados foi visualizada. Esses processos estavam entremeados

com processos astrocitarios, caracterizados pela presenca de feixes de filamentos de GFAP.
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Nas areas de confluéncia dessas células gliais, a deposi¢ao de lamelas de mielina, clara
evidéncia de remielinizacao, era detectada (Figura 37A).
Nos camundongos KO havia presenca de bainhas de mielina finas entre alguns vasos

sangiiineos (Figura 37B). Nao sdo detectadas células de Schwann nas lesdes.

1.20.1.7 Trinta dias

- SS: Tecidos sem alteragoes.

- BE: H4 evidéncias de remielinizagdo em todas as lesoes, notadamente na periferia das
mesmas. Nao foram visualizadas células de Schwann ao redor de vasos sangiiineos ou em
localizagdes subpiais nos camundongos KO enquanto que sdo ocasionais nos camundongos

normais.

1.20.2 Ciaticos

Tabela 8 - Quantificacio das lesdes ultra-estruturais encontradas nos nervos ciaticos de acordo com as
amostras analisadas.

Tempo/ Tratamento 24 hrs 48 hrs 3dias 7dias 15dias 21 dias 30 dias
Lesdes Gendtipo SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE SS BE
Edema Intra e Normais 1 1 2 2 1 1 0 O O O O O O O
Extracelular Kbcx32 1 1 2 2 1 1 0 O O O O O o0 O
. . Normais 0 0 2 2 1 1 0 O O O O O O O
Degeneracgao walleriana
KOCx32 0 0 2 2 1 1 0 O O O O 0o o0 o
L. Normais 0 0 O o0 1 1 1 1 0 2 O 1 0 O
Fagocitos
KOcx32 o0 o o o 1 1 1 1 0 2 O 1 o0 O
o Normais 0 0 O O O O O 1 O 1 O 2 O 3
Remielinizagao
KOCx32 0 o0 0 0 o O O 1 O 1 0 2 o0 3
. ) Normais 0 0 O O O O O 1 O 1 O 2 O 3
Compactagdo da bainha
KOCk32 o0 o0 o0 o0 o0 0 o0 1 0 1 0o 2 o0 3
Normais 0 0 O O O O O O O O O 2 O 3
Tomacula
KOCx32 0 0 0 0 O O O O O O O 2 o0 3
. Normais 0 0 O O O O O O O O O 1 o0 2
Fibras de Remak
KOCx32 0 0 0 0 O O O O O O O 1 o0 2

0 - ausente; 1 —leve (0-30%); 2 — moderada (30-60%); 3 — acentuada(60-100%).

1.20.2.1 Vinte e quatro horas

- SS: Ha4 edema intra-fascicular minimo e presenca de células inflamatorias no
epineuro.
- BE: Ha sinais de intoxicagdo das células de Schwann, caracterizados por edema das

organelas e inicio de rejei¢do das bainhas de mielina.
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1.20.2.2 Quarenta ¢ oito horas

- SS: E detectada evidéncia de degeneracio walleriana, com niimero variavel de
camaras de digestdao ao longo de fibras.

- BE: H4 edema focal do endoenuro com presenca de vesiculagdo das bainhas de
mielina e presenca de células inflamatoérias (Figura 38A e B). Ha células de Schwann

intoxicadas que rejeitaram suas bainhas (Figura 39A). Ha degeneragdo walleriana de fibras.

1.20.2.3 Trés dias

- SS: Ha sinais de degeneracao walleriana de fibras e de infiltrado inflamatério no
perineuro e epineuro.

- BE: Muitos axdnios mostram a bainha irregularmente vesiculada. Poucos fagdcitos
sdo visualizados entre as fibras. A degeneracdo walleriana de raras fibras ¢ representada pelas

camaras de digestao.

1.20.2.4 Sete dias

- SS: Sdo visualizadas células de Schwann proliferadas formando as bandas de
Biingner.
- BE: H4 ax0nios com bainhas muito finas produzidas por células de Schwann

proliferadas (Figura 39B). Os restos de mielina sdo removidos por fagdcitos mononucleares.

1.20.2.5 Quinze dias

- SS: Fasciculos sem alteragoes.
- BE: Ha remieliniza¢do de axonios, caracterizada pela deposi¢do de algumas lamelas
de mielina mal compactadas. Ha células de Schwann supranumerarias em contato com esses

axonios. Os internodos reparados de mielina s3o mais curtos do que os normais.

1.20.2.6 Vinte e um dias

- SS: Fasciculos sem alteragoes.
- BE: Os axonios possuem bainha de mielina fina e medianamente compactada com

alcas redundantes (Figura 40A).

1.20.2.7 Trinta dias

- SS: Fasciculos sem alteragdes.
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- BE: Nos camundongos as bainhas finas dos axonios remielinizados mostram
compactagdo maior do que aos 21 dias, com algas redundantes. Nos KO, além dessas

alteracdes sdo visualizadas numerosas fibras de Remak (Figura 41A e B e Figura 40B).
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Figura 16 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos normais injetados
com BE e submetidos a eutanasia 15 dias pés-injecdo. A. H&E: distribuicdo irregular das células no
tecido. Obj.: 40X. B. LFB: coloracio palida da mielina na area de lesdo (*). Obj.: 40X. C. IHQ: marcacio
de processos astrocitarios hipertréficos ao longo da lesdo. anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-
biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra
coloracdo: hematoxilina de Mayer. Obj.: 40X.
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Figura 17 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para Cx 32. A.
Submacro: 0 — localizacio de lesio de 24 horas na ponte. Observe areas de hemorragia no local de
introducio da agulha, no cerebelo e na ponte. B. H&E: espongiose discreta no aspecto medial da ponte.
Obj.: 10X. C. THQ: marcacao astrocitiaria para GFAP na periferia da irea de espongiose. Processos
oligodendrogliais estio marcados na area de espongiose; anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-
biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra
coloracdo: hematoxilina de Mayer. Obj.: 10X. D. LFB: escassa coloracido para mielina é detectada na area
de lesio onde sio vistos esferdides axonais (seta). Obj.: 20X.
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Figura 18 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para Cx 32. A.
Submacro: 0 — localizacio de lesdo de 48 horas na ponte. B. H&E: extensa lesdo traumatica é observada
no trajeto da agulha no cerebelo. Obj.: 10X. C. LFB: evidencia a lesdo do cerebelo ao longo do trajeto da
agulha. Obj.: 10X. D. IHQ: a marcacfo astrocitaria acompanha o trajeto da agulha antes da area de
espongioses onde ha escassa marcacdo para CNPase; anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-
biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra
coloracio: hematoxilina de Mayer. Obj.: 20X.
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Figura 19 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para Cx 32. A.
Submacro: 0 — localizacdo de lesdo de 3 dias na ponte. B. H&E: drea de espongiose com baldes axonais
com regido central hemorragica. Obj.: 40X. C. LFB: nio sdo observadas bainhas de mielina na regiao
central da lesdo. Obj.: 40X. D. IHQ: marcacio astrocitaria para GFAP na periferia da area de lesio;
marcacio difusa por CNPase adjacente as areas centrais da lesdo; anti-GFAP (vermelho; complexo
estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase).
Contra-coloraciio: hematoxilina de Mayer. Obj.: 40X.
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Figura 20 — Aspectos de microscopia de luz das lesdes observadas em camundongos KO para Cx 32. A.
Submacro: 0 — localizacdo de lesdo de 7 dias na ponte. B. H&E: moderado aumento da celularidade de
localizacio medial e espongiose discreta. Obj.: 20X. C. LFB: drea ventral direita sem coloragiao para
mielina. Obj.: 40X. D. IHQ: marcacio por GFAP nas porc¢oes dorsais da lesio e marcacio residual por
CNPase nas areas mediais. anti-GFAP (vermelho; complexo estreptavidina-biotina-fosfatase) e anti-
CNPase (marrom; complexo estreptavidina-biotina-peroxidase). Contra coloracio: hematoxilina de
Mayer. Obj.:40X.






